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Riassunto 
 
 
Recenti studi hanno mostrato che i glucosinolati (GLs), fitochimici a basso peso 
molecolare particolarmente abbondanti nei vegetali appartenenti al genere Brassica, 
possono avere alcune proprietà protettive per l’uomo. Inoltre è stato evidenziata una 
correlazione tra il consumo di Brassicacee e la riduzione dell’incidenza di numerose 
forme tumorali, patologie cardio-vascolari e neuro-degenerative. Essi da soli esibiscono 
bassa bioattività, ma una volta idrolizzati dalle mirosinasi (sistemi enzimatici presenti 
anche nella flora intestinale), danno origine agli isotiocianati (ITCs). Gli ITCs inducono 
enzimi antiossidanti, tramite l'attivazione del recettore Nrf2, e del metabolismo degli 
xenobiotici. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di investigare gli effetti di alcuni isotiocianati sui 
suddetti enzimi, utilizzando come modello sperimentale epatociti primari di ratto.  
Gli epatociti sono stati isolati con il metodo di De Smet usando un doppio strato di 
collagene, e sono stati incubati per 48 ore a 37°C prima del trattamento, in modo da 
permettere alle cellule di ripristinare le condizioni di interazioni cellula-cellula e cellula-
matrice extracellulare. Le cellule sono state trattate a tempi ed a concentrazioni (20 µM 
e 40 µM) differenti con soluzioni di sinigrina (SIN), glucoiberina (GIB), 
gluconasturtina (GST) e glucotropeolina (GTL) precedentemente incubate con 
mirosinasi. Dalle cellule raccolte è stato estratto l’RNA totale e successivamente 
retrotrascritto ed amplificato tramite esperimenti di RT-PCR qualitativa usando primer 
specifici per i geni DT-diaforasi ed eme-ossigenasi. Inoltre sulle frazione microsomiale 
e citosolica state saggiate le attività degli enzimi antiossidanti di fase I come DT-
diaforasi ed etossicumarina-O-deetilasi (ECOD), degli enzimi di fase II come 
glutatione-S-transferasi, e degli enzimi antiossidanti quali catalasi, eme-ossigenasi e 
glutatione reduttasi. Esperimenti di Immunoblotting sono stati effettuati sulla frazione 
microsomiale con anticorpi specifici anti eme-ossigenasi1, e sui nuclei per identificare 
l’attivazione del recettore nucleare Nrf2.  
Gli epatociti trattati hanno mostrato un’ aumento, in maniera dose dipendente, 
dell’espressione dei geni DT-diaforasi, eme-ossigenasi. Inoltre è stata osservata 
un’induzione delle attività DT-diaforasi, eme-ossigenasi1, glutatione-S-transferasi, 
catalasi e glutatione reduttasi. L’attività etossicumarina-O-deetilasi è risultata diminuita, 
in modo dose dipendente, solo in seguito al trattamento con sinigrina. Tramite western 
blotting è stato dimostrato che Nrf2 è traslocato nel nucleo successivamente al 
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trattamento con i glucosinolati, indicando che l’induzione delle attività degli enzimi 
antiossidanti è regolata da questo recettore nucleare.  
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     Introduzione 
 
Capitolo 1 
Stress ossidativo 
 
1.1 Generalità 
 
Lo stress ossidativo è la perdita di equilibrio fra le sostanze ossidanti e le capacità 
antiossidanti dell’organismo. L’origine degli agenti ossidanti può essere endogena (es. 
prodotti dalle cellule infiammatorie) o esogena (es. numerose sostanze tossiche 
ambientali). Un corretto equilibrio tra sostanze ossidanti ed antiossidanti è essenziale 
per una serie di funzioni fisiologiche, in quanto numerose proteine coinvolte nelle 
catene di trasduzione del segnale intracellulare (recettori, fattori di trascrizione, chinasi) 
sono sensibili ad alterazioni, anche lievi, di questo equilibrio. Squilibri maggiori di tale 
equilibrio finiscono facilmente per produrre disfunzioni, danno cellulare, apoptosi o 
necrosi (Corti et al., 2009). Le difese cellulari talvolta possono non essere in grado di 
tamponare l’azione pro-ossidante di alcune sostanze, e la cellula può rimanere 
danneggiata a vari livelli (Fig.1): 
 
• sui fosfolipidi di membrana, fino alla distruzione della membrana stessa con perdita 
della compartimentazione e dei trasporti selettivi; 
• sugli acidi nucleici, causando un accumulo di mutazioni e alterazioni 
dell’espressione genica; 
• sulle proteine, dove l’ossidazione dei residui di cisteina e di altri aminoacidi finisce 
per causare alterazioni nella struttura e perdita di funzione (enzimatica, di trasporto, 
recettoriale, etc.). 
2 
 
 
 
Fig.1: processi biochimici che possono aver luogo durante uno stress ossidativo e principali specie 
molecolari coinvolte nel danno cellulare (Corti et al, 2009). 
 
 
Le specie reattive dell’ossigeno (ROS) sono prodotte per la maggior parte durante la 
respirazione cellulare all’interno del mitocondrio (Fig.2). Infatti circa l’1-2% 
dell’ossigeno molecolare consumato durante la respirazione fisiologica è convertito in 
radicali dell’ossigeno.  
La riduzione monoelettronica dell’ossigeno molecolare produce l’anione superossido 
(O2
.-), un intermedio relativamente stabile che funziona da precursore per la maggior 
parte dei ROS. La dismutazione dell’anione superossido da parte della 
superossidodismutasi porta alla formazione del perossido d’idrogeno (H2O2). 
Successivamente l’interazione tra H2O2 e O2
.- può generare il radicale idrossile (OH.), 
altamente reattivo. La catena mitocondriale di trasporto degli elettroni contiene diversi 
centri redox che possono perdere elettroni che, interagendo con l’ossigeno molecolare, 
generano il superossido.   
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Fig.2: origine e trasformazioni delle specie reattive dell’ossigeno e dell’azoto (Corti et al, 2009). 
 
 
1.2 Stress ossidativo e patologie umane 
 
Negli ultimi anni è emersa la rilevanza dello stress ossidativo in patologie a base 
infiammatoria, nell’insufficienza renale cronica, nel diabete, nell’ischemia, nelle 
malattie cardiovascolari e in alcune malattie neurodegenerative.  
L’elenco delle patologie umane in cui si trova implicato lo stress ossidativo è assai 
lungo e sempre in continuo aggiornamento.  
Gli agenti ossidanti svolgono un ruolo cruciale nel corso di processi infiammatori. 
Nell’immunità naturale, l’azione di diverse attività enzimatiche porta alla comparsa 
delle specie reattive dell’ossigeno (ROS) e dell’azoto (RNS), che interagendo tra di loro 
provocano la formazione del perossinitrito che interviene negativamente sul processo di 
nitrosazione delle proteine. Le specie ossidanti, inoltre, producono a livello dei tessuti 
infiammati una grande varietà di effetti dannosi che possono addirittura risultare 
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patologici. Nelle infiammazioni polmonari ad esempio, l’eccessiva attivazione dei 
neutrofili può causare la necrosi delle strutture epiteliali e vascolari, condizione che 
sono alla base dell’insorgenza di patologie come la malattia ostruttiva cronica (COPD) e 
la fibrosi polmonare (MacNee, 2001; Rahman and Adcock, 2006). 
Effetti patologici possono anche risultare dai livelli reciproci di specie reattive 
dell’ossigeno e dell’azoto e nella loro distribuzione, sia spaziale che temporale. Le ROS 
contribuiscono al danno miocardico attraverso l’ossidazione di componenti cellulari 
essenziali per l’accoppiamento eccitazione-contrazione, ma anche ostacolando l’azione 
fisiologica dell’ossido nitrico. Quest’ultimo infatti regola numerosi processi nel 
miocardio e nella parete vascolare, come la contrattilità, le funzioni endoteliali, il tono 
vascolare e gli scambi di ossigeno nel tessuto.  
Squilibri nel rapporto tra superossido e NO possono favorire reazione di ossidazione, e 
favorire la formazione di agenti nitrosanti che reagiscono con i gruppi -SH provocando 
l’alterazione dei meccanismi di nitrosazione delle proteine. Questo tipo di reazioni 
hanno anche un ruolo nella patogenesi dell’ipertensione. Alti livelli di anione 
superossido possono reagire con l’ossido nitrico e favorire la formazione di 
perossinitrito. Oltre all’azione lesiva di quest’ultimo composto, tale processo provoca 
una diminuzione dell’ossido nitrico a disposizione ostacolandone l’azione 
vasodilatatrice e ipotensiva.  
Fenomeni di stress ossidativo responsabili anche della stimolazione nelle cellule 
miocardiche del processo di apoptosi, come avviene ad esempio durante lo scompenso 
cardiaco (Corti et al., 2009). 
In base agli elementi sopra riportati è evidente che i radicali liberi e gli agenti ossidanti 
in genere, al di là delle loro funzioni fisiologiche, possono provocare danni sensibili alle 
macromolecole biologiche se sono prodotti in quantità eccessive o in concentrazioni 
superiori alla capacità della difesa antiossidante.  
 
1.3 Difese antiossidanti endogene, enzimi di fase 1 e fase 2  
 
Enzimi antiossidanti, come la superossido dismutasi (SOD), la catalasi (CAT), la 
tioredoxina reduttasi e la perossiredoxina, convertono le ROS in composti meno 
dannosi. Questi enzimi, nel loro complesso, rappresentano una prima linea di difesa che 
ha un’enorme importanza nel limitare i danni prodotti dalle ROS, sia a carico dei 
fosfolipidi di membrana che delle macromolecole biologiche. Gli enzimi con funzione 
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antiossidante sono deputati alla distruzione di superossidi e idroperossidi. Il vantaggio 
che deriva dalla loro azione è che la concentrazione di perossidi può essere adattata ai 
requisiti della cellula: molti enzimi possono essere indotti, inibiti o attivati da effettori 
endogeni (Harris, 1992). 
La degradazione enzimatica del superossido è assicurata dalla SOD, mentre quella 
dell’idroperossido è realizzata dalla CAT, glutatione perossidasi (GPx) o ascorbato 
perossidasi. Sia SOD che CAT sono delle dismutasi, in questo modo, le reazioni 
primarie catalizzate da questi enzimi non sono associate ad alcun costo energetico. Al 
contrario la GPx e l’ascorbato perossidasi sono delle reduttasi i cui substrati ridotti sono 
rigenerati dagli equivalenti di NADPH prodotti nelle vie metaboliche (Chaudiere and 
Ferrari-Iliou, 1999). 
Gli xenobiotici liposolubili vengono metabolizzati una volta che entrano in contatto con 
il corpo umano. Questo processo enzimatico avviene principalmente attraverso 
l'ossidazione, la riduzione e l'idrolisi di tali molecole rendendole più idrofile. Queste 
reazioni sono catalizzate principalmente dagli enzimi del CYP450 che fanno parte del 
metabolismo di fase 1. 
Gli enzimi di fase 1 consistono negli enzimi microsomiali del citocromo P-450 che si 
trovano abbondanti nel fegato, nel tratto gastrointestinale, nei polmoni e nei reni. Questi 
enzimi consistono in famiglie e sottofamiglie in base alla loro identità o somiglianza 
nella sequenza aminoacidica (Gonzalez and Nebert, 1990; Guengerich, 2003). 
Alcuni dei più importanti sistemi antiossidanti endogeni sono rappresentati dal 
tripeptide GSH e da piccole proteine, come la tioredoxina, la glutaredoxina e la 
perossiredoxina, che hanno la peculiarità di contenere nella loro struttura dei gruppi 
tiolici. In tutte queste molecole il glutatione si trova ubiquitariamente e in 
concentrazione millimolare all'interno della cellula e apporta il contributo maggiore nel 
mantenimento dello stato redox ottimale. Il GSH esiste sia nella forma ridotta (GSH), 
sia in quella ossidata (GSSG) e partecipa alle reazioni redox attraverso l'ossidazione dei 
gruppi tiolici. Nelle normali condizioni redox cellulari il glutatione si trova 
principalmente nella forma ridotta ed è distribuita soprattutto nel nucleo, nel reticolo 
endoplasmatico e nei mitocondri; è possibile anche una forma legata covalentemente a 
proteine, attraverso un processo detto glutationilazione (Huang et al., 2002), grazie al 
quale può agire come cofattore enzimatico in meccanismi di difesa cellulare (Pompella 
et al., 2003). Il GSH agisce direttamente nei confronti dei radicali liberi oppure funziona 
da substrato durante la detossificazione di acqua ossigenata, idroperossidi lipidici e 
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composti elettrofili.  
Il glutatione è sintetizzato enzimaticamente dalla gammaglutamilcisteina sintetasi 
(γGCS), l'enzima chiave (Lu,1998), attraverso due reazioni ATP dipendenti, e dalla 
glutatione sintetasi. Alcuni fattori importanti nella sintesi ex novo del GSH sono la 
disponibilità di cisteina e la concentrazione stessa di GSH che inibisce, attraverso un 
meccanismo a feedback, l'attività della γGCS.  
In presenza di stress ossidativo la concentrazione di GSH diminuisce rapidamente, 
mentre quella di GSSG, potenzialmente citotossico, aumenta, a causa della avvenuta 
riduzione dei perossidi, oppure come risultato dell'eliminazione di radicali liberi. Le 
variazioni del rapporto GSH/GSSG hanno due importanti conseguenze:  
 
1. lo stato redox dei tioli cellulari si modifica attivando alcune risposte trascrizionali 
antiossidanti; 
2. aumenta la richiesta intracellulare di sintesi ex novo di GSH dato che GSSG viene 
degradato preferenzialmente all'esterno della cellula. 
 
Il meccanismo che si contrappone al danno ossidativo coinvolge la transattivazione di 
geni codificanti enzimi che partecipano alla sintesi ed al metabolismo del glutatione. 
Nella maggior parte dei casi tali enzimi appartengono alla famiglia degli enzimi 
detossificanti di fase 1 e 2 e sono rappresentati dalla glutatione perossidasi (GPx), dalla 
glutatione-S-transferasi (GST) e dalla glutatione reduttasi (GR). 
Le GPx costituiscono una famiglia di enzimi tessuto-specifici (Ursini et al., 1995) 
capaci di ridurre molteplici idroperossidi organici ed inorganici ai corrispondenti 
composti idrossilati, utilizzando GSH e/o altri equivalenti riducenti. Sono proteine 
contenenti selenio che durante il ciclo catalitico è ossidato dall'idroperossido ad acido 
selenico, un intermedio che viene successivamente ridotto da un donatore di elettroni. 
Quando l'enzima utilizza il GSH, si forma un ponte selenio-disolfuro che viene rotto da 
un'altra molecola di GSH per rigenerare la GPx ridotta. 
Le GST comprendono tre famiglie di enzimi: possono essere citosoliche, mitocondriali 
e microsomiali, e sono in grado di detossificare gli xenobiotici elettrofili nocivi, come 
cancerogeni chimici e inquinanti ambientali. Inoltre, rappresentano una protezione 
anche verso composti reattivi prodotti in vivo durante lo stress ossidativo dovuto ad 
esposizione a sostanze inquinanti, ingestione di componenti della combustione degli 
alimenti o contaminati da micotossine; agiscono inattivando aldeidi endogene insature, 
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chinoni, epossidi e idroperossidi (Hayes et al., 2005). Le GST esplicano queste funzioni 
protettive perché sono in grado di catalizzare la coniugazione del GSH con i prodotti 
finali dell'ossidazione, rappresentano perciò una seconda linea difensiva contro l'ampia 
varietà di sostanze tossiche prodotte nelle reazioni mediate dalle ROS. 
È da sottolineare però che le attività di GPx e GST possono diminuire i livelli di GSH 
intracellulare. Infatti, durante la reazione catalizzata dalla GPx, l'esagerata produzione 
di GSSG può condurre ad un eccessivo rilascio di questa molecola per mantenere il 
rapporto GSH/GSSG, perdendo così la possibilità di rigenerarlo dentro la cellula. Lo 
stesso accade durante le reazioni catalizzate dalle GST: il GSH viene coniugato con le 
molecole dannose generando prodotti che sono rapidamente eliminati dalla cellula con 
conseguente deplezione del GSH cellulare. La glutatione reduttasi è in grado di ridurre 
il GSSG a GSH utilizzando il NADPH come agente riducente (Argyrou et al., 2004); è 
un flavoenzima codificato, nell’uomo, da un singolo gene. È stato osservato che 
l'esposizione ad agenti che provocano un aumento dello stress ossidativo produce anche 
uno stimolo positivo nella trascrizione degli mRNA contenenti l'informazione per la 
sintesi dell'enzima. È stato inoltre dimostrato che l'attività enzimatica è regolata in 
risposta allo stress e che mutazioni a carico della funzionalità di GR hanno effetti 
deleteri. La presenza di GSH è essenziale, ma non sufficiente, a prevenire la 
citotossicità delle ROS, data la fondamentale importanza degli enzimi glutatione-
dipendenti nelle reazioni di prima e seconda linea di difesa (Figura 3). 
 
 
 
 
Fig.3: Glutatione ed enzimi correlati (Masella R. et al.,  2005). 
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La DT-diaforasi (NQO1) è una flavoproteina che esiste come dimero, le cui subunità 
hanno peso molecolare pari a 32,000 KDa; generalmente si trova associata ad un gruppo 
FAD legato non covalentemente. Si ritrova prevalentemente nel citosol (90%), sebbene 
siano state individuate isoforme anche nel reticolo endoplasmatico, nei mitocondri, 
nell'apparato del Golgi (Edlund et al., 1982) e nel nucleo (Winski et al., 2002). Questo 
enzima ha attività reduttasica che usa obbligatoriamente due elettroni nelle sue reazioni. 
Ciò è in contrasto con il meccanismo di altre reduttasi come la NADH: citocromo b 
reduttasi, la NADPH:citocromo P450 e la xantina ossidasi, che utilizzano invece un solo 
elettrone. Come suggerisce il nome dell'enzima, i chinoni sono un gruppo di substrati 
molto comuni e vengono ridotti grazie ad un meccanismo di trasferimento di ioni idruro 
per generare il corrispondente derivato idrochinonico. A causa dei numerosi effetti 
deleteri dei composti chinonici, inclusa la capacità di arilare i nucleofili e generare 
specie reattive dell'ossigeno attraverso meccanismi redox ciclici, la rimozione di un 
chinone da un sistema biologico attraverso la NQO1 viene considerata reazione di 
detossificazione (Lind et al., 1982). 
Gli enzimi di fase 2 consistono in una superfamiglia di enzimi che includono le 
sulfotransferasi, le UDP-glucoronosiltransferasi, NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi, 
epossido idrolasi, glutatione-S-transferasi e N-acetiltransferasi. Ciascuna superfamiglia 
in questo caso consiste di famiglie e subfamiglie di geni codificanti varie isoforme con 
diversa specificità di substrato, diversa localizzazione dell’espressione e diversa risposta 
all’azione degli xenobiotici.  Tradizionalmente, gli enzimi di fase 2 sono riconosciuti 
come gli enzimi che catalizzano la coniugazione dei ligandi endogeni,  del GSH e 
dell'acido glucuronico, ai substrati endogeni e agli xenobiotici. Questa classificazione 
include anche proteine che catalizzano una grande varietà di reazioni che conferiscono 
citoprotezione contro le specie reattive dell'ossigeno (ROS). Generalmente la 
coniugazione con gli enzimi di fase 2 incrementa l’idrofilicità e aumenta l’escrezione 
attraverso la bile e le urine portando alla detossificazione.  
Il sistema di protezione degli enzimi di fase 2 è un sistema fortemente inducibile che 
può essere up-regolato da una vasta gamma di composti chimici diversi. Molti di questi 
induttori degli enzimi di fase 2 sono reperibili nelle piante, e sono generalmente assunti 
con la dieta (Prochaska and Santamaria, 1988; Dinkova-Kostova et al., 2002).  
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1.4 Regolazione dei geni che codificano per gli enzimi di fase 2 ed 
antiossidanti 
 
L'induzione degli enzimi di fase 2 da parte di induttori, come ad esempio il sulforafano, 
coinvolge il “cis-acting antioxidant response element” (ARE), una specifica regione di 
legame al promotore che si trova al 5'  della regione codificante i geni di fase 2 e 
antiossidanti (varie isoforme di GST e UGT, DT-diaforasi,ecc.). La trascrizione dei geni 
guidata da ARE è regolata, almeno in parte, da Nrf2 (Nuclear Factor Erythroid 2-related 
factor 2), un fattore di trascrizione, scoperto da Itoh et al.. (1999). In condizioni normali 
Nrf2 si trova sequestrato nel citoplasma ad opera di Kelch-like ECH-associated protein 
1 (Keap1). 
La via di trasduzione del segnale Keap1-Nrf2-ARE gioca un ruolo significativo nella 
protezione della cellula da fattori di stress endogeni ed esogeni. 
Attraverso studi effettuati su topi knock-out per Nrf2 è stata dimostrato il 
coinvolgimento di questo pathway a livello tossicologico. In seguito all’esposizione a 
farmaci e stress elettrofilici, questi topi, sono maggiormente sensibili a complicanze 
epatiche, polmonari, ovariche e neurotossiche. Risultati di microarray hanno dimostrato 
che questo fattore di trascrizione è capace di regolare più di 200 geni, comprendenti 
oltre a quelli precedentemente elencati, geni per le subunità del proteosoma e per le 
HSP (Heat Shock Protein), geni coinvolti nella regolazione della crescita cellulare e 
nell’apoptosi, nei processi infiammatori,ecc. (Zang et al., 2006). Analisi genomiche 
indicano che le famiglie di geni regolati da Nrf2 codificano per enzimi che inattivano 
direttamente gli antiossidanti (Hayes JD et al.,2005), incrementano i livelli di sintesi del 
glutatione e della sua rigenerazione (Moinova H.R. et al., 1999), stimolano la sintesi di 
NADPH (Thimmulappa R.K. et al., 2002), inibiscono l’infiammazione mediata da 
citochine (Primiano et al., 1999) e migliorano il riconoscimento, la riparazione e la 
rimozione delle proteine danneggiate (Kwak M.K. et al., 2003). Nrf2 può essere attivato 
sia dai ROS e dalle specie elettrofile che si formano nella cellula (tra i quali l’NO e le 
lipoproteine ossidate), sia da vari composti chemopreventivi come alcuni farmaci, dagli 
isotiocianati (ad esempio il sulforafano), dai polifenoli presenti ad esempio nel tè verde 
e nella propoli e da molecole endogene, quali le prostaglandine ed alcuni fattori di 
crescita (Zang et al. 2006). 
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L’induzione della  risposta protettiva, richiede tre componenti essenziali: 
 
1. AREs (Antioxidant response elements) (Nguyen et al., 2003); 
2. Nrf2, il principale fattore di trascrizione che eterodimerizza nel nucleo con la 
proteina “small Maf”. Gli eterodimeri Nrf2-small Maf vanno ad attivare la 
trascrizione dei geni che presentano un ARE nel proprio promotore; 
3. Keap1, proteina citosolica che lega Nrf2, lo trattiene nel citoplasma e ne promuove 
la degradazione proteosomiale. Si pensa che molti residui di cisteina in Keap1, 
servano come sensore primario per il segnale di stress e che il loro cambiamento nel 
legame con Keap1 provochi la liberazione di Nrf2.  
 
Nrf2, appartenente ai fattori di trascrizione caratterizzati dalla presenza del dominio 
CNC-bZIP (Cap ‘n’ collar-type basic region-leucine zipper), è trascrizionalmente attivo 
solo quando forma un eterodimero con il fattore di trascrizione small Maf. La regione 
amminoterminale di Nrf2 presenta un dominio, detto “Neh2”, a livello del quale si 
verifica l’interazione con il regolatore negativo Keap1 (Kelch-like ECH associating 
protein). Il ruolo di Keap1 nella regolazione di Nrf2 è fondamentale per l’omeostasi 
cellulare.  
In condizioni basali (ovvero in assenza di stress ossidativo), Keap1 regola Nrf2 
indirizzandolo ad una rapida degradazione a livello del proteosoma (l’emivita media di 
Nrf2 è inferiore a 20 minuti,). In particolare, Keap1 permette l’interazione tra Nrf2 e la 
proteina Cullina 3 (Cul3), agendo come componente del complesso di ubiquitinazione 
“Cul3 E3 ligasi”. Questo complesso catalizza l’aggiunta di code di ubiquitina a sette 
residui di lisina presenti nel dominio Neh2 di Nrf2, che funzionano da segnale di 
riconoscimento per la sua degradazione nel proteosoma (Zhang, 2006). 
In presenza di induttori della trascrizione dei geni per gli enzimi di fase 2 (tra i quali i 
ROS e varie sostanze elettrofile), la degradazione di Nrf2 viene bloccata. Questo 
comporta ad un aumento nel citosol dei livelli di Nrf2 che trasloca nel nucleo dove 
eterodimerizza con la proteina small Maf. Gli etero dimeri Nrf2-small Maf vanno ad 
attivare la trascrizione dei geni che presentano un ARE nel proprio promotore. 
Una peculiarità degli attivatori di Nrf2 è quella di essere in grado di modificare i gruppi 
sulfidrilici tramite reazioni di alchilazione, ossidazione e riduzione. In base a questo è 
stata dimostrata in Keap1 la presenza di tre residui di cisteina (Cys151, Cys273, 
Cys288) particolarmente reattivi verso gli elettrofili e cruciali per l’attività repressiva 
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nei confronti di Nrf2. Topi mutanti per Cys273 e Cys288 (amminoacidi localizzati a 
livello del dominio di legame con Cul3) hanno mostrato riduzione delle ubiquitinazioni 
Keap1-dipendenti ed aumento della stabilità di Nrf2 (Zhang and Hannink, 2003). I 
risultati appena descritti suggeriscono che le due cisteine 272 e 288 abbiano un ruolo 
chiave nella degradazione di Nrf2 da parte di Keap1, permettendo il legame tra Keap1 e 
Cul3. Mutazioni sul terzo residuo di cisteina sensibile agli elettrofili (Cys 151) hanno 
dimostrato che questo amminoacido è il bersaglio principale per gli elettrofili stessi 
nell’inattivazione dell’ubiquitinazione di Nrf2 (Zhang and Hannik, 2003). Le 
modificazioni di Cys151 causerebbero un cambiamento conformazionale nel complesso 
costituito da Keap1 e Cul3, capace di bloccare l’ubiquitinazione di Nrf2 (Figura 4).  
 
 
                           
 
 
Fig.4: Modello schematico di regolazione di Nrf2 da parte di Keap1 (modificato da Zhang, 2006). Rbx1 
(ring-box protein 1) ed E2 (ubiquitin conjugation enzyme E2) sono proteine che, legate a Cul3, 
permettono il trasferimento dall’ubiquitina ad Nrf2. 
 
Nelle condizioni basali, nel citosol sono presenti livelli significativi di Keap1 mentre 
Nrf2 è molto scarso a causa della sua ridotta emivita. Il trattamento con attivatori (es. 
sulforafano), blocca la degradazione proteosomica dell’Nrf2 ed aumenta il contenuto di 
Nrf2 tanto da saturare le molecole di Keap1 disponibili. Di conseguenza, la frazione 
libera di Nrf2 può traslocare nel nucleo ed attivare la trascrizione (Zhang, 2006). 
Oltre ai meccanismi appena descritti, nell’attivazione di Nrf2 da parte degli elettrofili e 
dei ROS è stato dimostrato il coinvolgimento di chinasi (in particolare della Protein 
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chinasi C) che fosforilando questo fattore di trascrizione ne favorirebbero il rilascio dal 
complesso con Keap1. 
Nrf2 e AhR (Aryl Hydrocarbon Receptor), sono due fattori di trascrizione distinti, 
coinvolti nella regolazione degli enzimi del metabolismo degli xenobiotici. Il pathway 
di AhR è stato ben caratterizzato ed è conosciuto per mediare i propri effetti attraverso 
l’interazione con XRE (Xenobiotic Response Element) nei promotori dei geni target 
(Kensler T. et al., 2007). Miao e coll. (2005) hanno evidenziato che l’espressione di 
Nrf2 è inducibile dall’attivazione di AhR, grazie al legame di quest’ultimo a tre (nei 
roditori) o a cinque (nell’uomo) XRE presenti nel promotore di Nrf2. Tuttavia 
l’induzione della trascrizione di Nrf2 da parte di AhR non è sufficiente ad attivare 
questo fattore di trascrizione; perché questo avvenga è necessaria la presenza di un altro 
segnale (es. presenza di ROS) che permetta il blocco della degradazione di Nrf2 
regolata da Keap1 (Figura 5). 
 
 
 
 
 
 
 
 
                                                                                                                                                            
                                                                                                               
                                                                                                                                                        
 
 
 
Fig.5: Legame tra AhR e Nrf2 : (1)Nrf2 come gene target di AhR, (2) attivazione indiretta di Nrf2 
attraverso CYP1A1, (3) interazione diretta di AhR/XRE (cerchio) e Nrf2/ARE (triangolo).  
 
Un’altra forma di cross-talk tra Nrf2 e AhR si verifica per la presenza, almeno nei 
roditori, sia di elementi XRE che ARE nel promotore di importanti geni con funzione 
detossificante, quali quelli per le GST e per la DT-diaforasi (Kohle e Bock, 2007). 
Infine, AhR può attivare indirettamente Nrf2 mediante l’induzione di geni codificanti 
per proteine coinvolte nella generazione di ROS (es. CYP1A1, enzima di fase 1, viene 
Nrf2 
AhR/Arnt 
(1) 
Keap1/Nrf2 ROS 
 (2) 
(2) 
Nrf2/Maf 
NQO1CYP1A1 
(3) 
13 
 
indotto nelle cellule in seguito ad esposizione a sostanze endogene o xenobiotiche che 
risultino ligandi per il recettore arilidrocarburo (Figura 5). 
Questi fenomeni di cross-talk tra Nrf2 ed AhR sono estremamente importanti perché 
determinano l’induzione coordinata di enzimi di fase 1 e di fase 2 aumentando la 
capacità detossificante della cellula ed impedendo l’accumulo di intermedi reattivi 
generati dagli enzimi di fase 1. Per quanto riguarda il SNC, è stato dimostrato che nei 
topi Kock-out per Nrf2 si verifica, contemporaneamente alla riduzione dell’espressione 
costitutiva ed inducibile dei geni con azione citoprotettiva, un incremento della 
sensibilità dei neuroni e degli astrociti allo stress ossidativo e del numero di cellule che 
vanno incontro ad apoptosi. L’induzione di Nrf2 è apparsa capace di ridurre i danni da 
ischemia-riperfusione nel ratto (Shih et al., 2005). E’ stato dimostrato inoltre che 
l’attivazione di Nrf2 è protettiva nei confronti dello stress ossidativo per le cellule del 
SNC in coltura (Kraft et al., 2004). In particolare questi autori hanno evidenziato che il 
sulforafano è capace di attivare selettivamente negli astrociti i geni aventi ARE nel 
promotore, determinando la protezione dei neuroni dallo stress ossidativo causato da 
H2O2 o dal glutammato. Complessivamente i lavori precedentemente descritti hanno 
evidenziato il ruolo fondamentale di Nrf2 nella funzione e nella difesa neuronale contro 
i ROS ed il possibile coinvolgimento di deficienze in questo fattore di trascrizione nella 
cancerogenesi e nella patogenesi di sindromi croniche del SNC associate al danno 
ossidativo (Parkinson, Alzheimer e sclerosi laterale amiotrofica) (Kobayashi e 
Yamamoto, 2006). 
 
1.5 Induzione degli enzimi di fase 1 e di fase 2 da parte di molecole 
antiossidanti 
 
Le reazioni metaboliche degli xenobiotici avvengono in un processo a due step:  
 
a)  Fase 1: coinvolge ossidazione, riduzione e/o reazioni di idrolisi che risultano 
nell’addizione di gruppi funzionali agli xenobiotici. 
b) Fase 2: consiste in reazioni di coniugazione in cui ligandi endogeni, come ad 
esempio il glutatione, sono addizionati ai prodotti delle reazioni di fase 1. Ne 
risultano molecole maggiormente idrosolubili, più facilmente eliminabili, e 
metaboliti meno tossici.  
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Gli enzimi di fase 1 possono convertire procarcinogeni, presenti all’interno della 
cellula, in metaboliti carcinogenici; l’aumento dell’attività degli enzimi di fase 2, 
osservato dopo la somministrazione di antiossidanti, aumenta la velocità di 
detossificazione ed eliminazione di tali metaboliti pericolosi. Di conseguenza, 
l’induzione degli enzimi di fase 2 emerge come una plausibile strategia per la 
protezione dal danno ossidativo.  
Gli enzimi di fase 2 non solo sono coinvolti con la coniugazione degli xenobiotici con i 
ligandi endogeni come il glutatione e l’acido glucuronico, ma possono interagire con 
numerose altre proteine con le seguenti caratteristiche (Talalay, 2000): 
 
• induzione da parte di agenti chimici che siano in grado di reagire con il gruppo 
sulfidrilico; 
• sistema di regolazione trascrizionale comune regolato, quindi, dagli stessi fattori di 
trascrizione e dagli stessi enhancer; 
• partecipazione alla catalisi di numerose reazioni che portano alla protezione contro 
la tossicità indotta da sostanze ossidanti e/o elettrofile. Queste reazioni includono: 
coniugazione con ligandi endogeni, modificazioni chimiche di molecole che 
possono danneggiare macromolecole biologiche, generazione o aumento di 
antiossidanti cellulari. 
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Capitolo 2 
Il sistema citocromo P-450 
 
 
2.1 Generalità  
 
L’uomo è costantemente esposto ad una varietà di composti esogeni definiti xenobiotici 
tra i quali si trovano molecole di sintesi e di origine ambientale come i pesticidi, i 
farmaci, i metaboliti secondari delle piante e gli inquinanti ambientali. Queste sostanze 
possono entrare in contatto con il nostro organismo attraverso diverse vie come quella 
orale, respiratoria o cutanea e a seconda delle loro caratteristiche chimiche subiranno un 
differente processo metabolico. Le sostanze idrosolubili saranno eliminate immodificate 
soprattutto con le urine e le feci, ma anche attraverso la bile, l’apparato respiratorio (se 
si tratta di molecole volatili) o tramite il sudore. Se invece si tratta di molecole 
liposolubili, sarà semplice il loro assorbimento, ma più complessa la loro escrezione. 
Prima di essere eliminate, tali sostanze dovranno subire opportuni processi di 
biotrasformazione che consentiranno di modificare la loro natura, da liposolubile ad 
idrosolubile. Gli enzimi implicati nei meccanismi di biotrasformazione o del 
metabolismo degli xenobiotici svolgono un ruolo importante in quanto favoriscono la 
detossificazione o l’eliminazione di sostanze potenzialmente pericolose. Tali enzimi 
sono presenti in molti distretti dell’organismo (mucosa nasale, cute, polmone, tratto 
gastrointestinale, reni, milza, cuore, cervello, testicoli e ovaie) ma soprattutto a livello 
del fegato, organo al quale confluisce la maggior parte della circolazione sanguigna 
derivante dal tratto gastrointestinale e dalla milza, due importanti porte di entrata di 
sostanze esogene. Gli xenobiotici liposolubili possono subire diversi tipi di reazioni di 
biotrasformazione che si suddividono in reazioni di fase 1 e 2. 
- Reazioni di fase 1 o di funzionalizzazione: l’effetto di tali reazioni e quello di 
trasformare il composto liposolubile in un metabolita idrosolubile tramite l’introduzione 
o lo smascheramento di un gruppo funzionale polare, come il gruppo ossidrilico (-OH), 
carbossilico (-COOH) e amminico (-NH2). Dunque si possono avere reazioni di 
ossidazione, idrolisi, riduzione, dealogenazione, aromatizzazione e monossigenazione. I 
prodotti derivanti da tali reazioni possono subire due differenti destini: l’escrezione (se 
sono sufficientemente polari) oppure un’ulteriore trasformazione ad opera delle attività 
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catalitiche di fase 2. 
- Reazioni di fase 2: generalmente sono reazioni di coniugazioni quali glucuronazione, 
solfonazione, metilazione, acetilazione e coniugazione con glutatione e amminoacidi. Il 
metabolita che si origina è reso idrosolubile e facilmente escreto. È necessario 
specificare che le reazioni di fase 2 possono avvenire indipendentemente da quelle di 
fase 1. Non è indispensabile la sequenzialità dei due tipi di reazioni.  
Gli enzimi di fase 1 e 2 non sono coinvolti solo in processi di detossificazione o 
bioinattivazione, talvolta possono determinare l’attivazione di sostanze che, pur non 
presentando inizialmente dei rischi, sono trasformate in molecole tossiche, mutagene o 
cancerogene. La loro duplice valenza attivante/inattivante e data da molti fattori tra cui 
la bassa specificità di substrato e la variabilità del processo catalitico che conferiscono a 
molte sostanze la capacità di modulare tali attività sia mediante induzione che inibizione 
(Casarett Doull’s, 1993). 
 
2.2 Il sistema citocromo P450 
 
Proprietà e struttura: tra i sistemi enzimatici di fase 1, il sistema monossigenasico 
citocromo P450 ha un ruolo predominante nella detossificazione e bioattivazione di 
sostanze endogene ed esogene (Ryan and Lewin, 1990). Il nome citocromo P450 (CYP) 
deriva dalle caratteristiche spettrali di questa superfamiglia di enzimi, che nella loro 
forma ridotta e coniugata con il monossido di carbonio, presentano un massimo di 
assorbimento alla lunghezza d'onda di 450 nm, anziché a 420 nm come avviene per tutte 
le altre emoproteine. 
Questa proprietà spettrale è data dalla presenza di una cisteina-tiolata legata al gruppo 
eme. L’enzima denaturato, infatti, perde il suo caratteristico picco a 450 nm e acquista 
un massimo di assorbanza a 420 nm. Il complesso multienzimatico monossigenasico 
P450 è presente nella quasi totalità degli organismi viventi inferiori, superiori, procarioti 
ed eucarioti, vegetali ed animali. Esso catalizza reazioni di monossigenazione quali 
idrossilazione, epossidazione, deaminazione, (Tab.1), attraverso le quali può esplicare 
un’azione detossificante, trasformando una sostanza tossica o farmacologicamente 
attiva in un prodotto innocuo per l’organismo. D'altra parte, il sistema può anche 
catalizzare reazioni attivanti nelle quali un substrato, originariamente inattivo, può 
venire attivato e diventare mutageno o cancerogeno. 
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Tab. 1 
 
 
Negli eucarioti, il complesso multienzimatico è associato alla matrice fosfolipidica del 
reticolo endoplasmatico liscio e della membrana mitocondriale interna ed in queste sedi 
è costituito da due diversi enzimi: la NADPH-citocromo P450-reduttasi ed il citocromo 
P450 (Fig.5). 
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Fig.5: Disposizione del sistema monoossigenasico nel reticolo endoplasmatico liscio delle cellule 
eucariotiche. 
 
 
Negli animali il sistema citocromo P450 è particolarmente abbondante a livello epatico, 
dove fino ad oggi, sono state identificate più di 200 isoforme diverse che pur 
appartenendo ad un'unica superfamiglia genica differiscono per struttura primaria, peso 
molecolare, specificità di substrato, chimica e stereochimica dei prodotti e proprietà 
spettrali. Inoltre esse possono essere espresse costitutivamente o essere indotte da varie 
molecole naturali o di sintesi. Possono essere specie-specifiche, sesso-specifiche e 
tessuto specifiche, e possono anche essere up-regolate in condizioni fisiologiche o 
patologiche (ad esempio digiuno o diabete). Ulteriori differenze si notano nella 
regolazione della loro espressione che può avvenire a molteplici livelli: per 
modulazione trascrizionale o traduzionale, ma anche a livello post-trascrizionale o post-
traduzionale, per processi di stabilizzazione dell'mRNA (come accade, ad esempio per il 
CYP1B1) o della stessa proteina (come, ad esempio, per il CYP2E1) (Kato and 
Yamazoe, 1992; Ryan and Lewin, 1990). 
Il citocromo P450 è dotato di un gruppo prostetico: una ferriprotoporfirina IX inserita in 
una tasca idrofobica relativamente aperta o in una depressione sulla superficie 
dell'apoproteina. 
Associata al citocromo P450 si trova una flavoproteina, la NADPH-citocromo P450 
reduttasi che catalizza il trasferimento di elettroni dal coenzima ridotto (NADPH) al 
citocromo P450 attraverso i coenzimi flavinici FAD e FMN (rispettivamente: 
flavinadenindinucleotide e flavinmononucleotide). Inoltre, un secondo elettrone può 
essere trasferito, almeno in alcune forme di citocromo P450, tramite NADPH-citocromo 
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b5 reduttasi e citocromo b5, la cui esatta funzione nei processi mediati dal citocromo 
P450 non è stata ancora chiarita.  
 
2.3 La reazione monossigenasica 
 
Nonostante l'esistenza di forme multiple di citocromo P450, il meccanismo di 
monossigenazione sembra essere lo stesso per tutte le isoforme di CYP450, da quelle 
batteriche a quelle di mammifero, e questo si verifica nonostante la grande varietà di 
substrati che l’enzima e in grado di metabolizzare (Porter and Coon, 1991). Per quanto 
riguarda invece la NADPH-citocromo P450-reduttasi, è stata evidenziata una singola 
forma, ed essendo la sua concentrazione 10-30 volte inferiore a quella del citocromo 
P450, si ritiene che questo enzima intervenga a mediare la riduzione di più forme del 
citocromo P450. La reazione di monossigenazione catalizzata dal sistema del CYP450 
può essere schematizzata nel seguente modo: 
 
 
RH + O2 + NADPH + H
+ 
→ ROH + H2O + NADP
+ 
 
 
 
dove con RH si indica il substrato e con ROH il substrato idrossilato. Un atomo 
dell'ossigeno molecolare viene, cosi, ridotto ad acqua, mentre l'altro atomo di ossigeno 
viene inserito nel substrato. In figura 6 è illustrato il ciclo monossigenasico con i suoi 
sette passaggi fondamentali: 
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Fig.6: Ciclo catalitico del citocromo P450. Con Fe è indicato l'atomo di ferro dell'eme, con RH il 
substrato e con ROH il prodotto della reazione monossigenasica. 
 
 
1. A livello del sito attivo del citocromo P450 si verifica l'interazione tra il substrato ed 
il ferro dell'eme, che si trova nello stato ossidato (Fe3+). Prima del legame del 
substrato, il ferro è in uno stato di “low spin”, ossia con un solo elettrone spaiato negli 
orbitali 3d, ed è legato con un legame di coordinazione ad una molecola d'acqua. La 
presenza del substrato determina la rottura del legame tra il ferro e l'acqua, provocando 
la fuoriuscita dell'atomo di ferro dal piano dell'eme. Questo evento causa variazioni 
energetiche negli orbitali molecolari del ferro, che passa dallo stato di ”low” a quello di 
“high spin”; 
2. Il passaggio del ferro allo stato di “high spin” favorisce il trasferimento di un primo 
elettrone dal NADPH (o NADH) al ferro stesso, che viene ridotto a Fe2+; 
3. Il ferro ridotto (Fe2+) lega l'ossigeno molecolare a livello del sesto legame di 
coordinazione, lasciato libero dall'acqua; 
4. La molecola di ossigeno viene attivata dal trasferimento di un secondo equivalente 
riducente, proveniente sempre dal NADPH o dal NADH; 
5. Si verifica la rottura emolitica del legame O-O con la produzione di una molecola di 
acqua e la formazione del complesso elettrofilo (FeO3+); 
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6. L'ossigeno viene trasferito dal complesso elettrofilo al substrato, che diventa più 
polare e meno affine per l'enzima; 
7. Il prodotto della reazione monossigenasica viene rilasciato dal sito attivo del 
citocromo P450 che torna allo stato iniziale, disponibile per un nuovo ciclo catalitico. 
Nel caso in cui il ciclo catalitico venga interrotto prima del suo completamento, si può 
avere la formazione di specie reattive dell'ossigeno, quali l’anione superossido ed il 
perossido di idrogeno. Secondo lo schema appena descritto le isoforme di citocromo 
P450 possono essere coinvolte in numerosi tipi di reazioni, sia ossidative che riduttive, 
quali idrossilazioni, epossidazioni, perossidazioni, idrolisi, dealchilazione di gruppi 
alchilici legati ad eteroatomi, rottura degli esteri, deidrogenazioni, agendo su un’enorme 
varietà di substrati. In base al substrato ed alla reazione catalizzata, il citocromo P450 
può agire come detossificante, rendendo più idrosolubili molecole lipofile, o come 
bioattivatore, generando metaboliti reattivi da molecole inerti. 
 
 
2.4 Nomenclatura 
 
Per le varie isoforme di P450 viene utilizzata una nomenclatura basata sull'omologia 
della sequenza amminoacidica. Questo tipo di classificazione permette di identificare in 
maniera univoca un isoenzima, ma non dà alcuna informazione sulle proprietà 
catalitiche. Due proteine che appartengono alla stessa famiglia possono essere regolate 
in modo diverso e possedere una differente specificità di substrato. La superfamiglia dei 
P450 è suddivisa in famiglie, sottofamiglie e singole isoforme. Appartengono alla stessa 
famiglia (indicata con un numero arabo) le isoforme che mostrano un'omologia di 
sequenza superiore al 40%; quelle con identità maggiore del 55% fanno parte della 
medesima sottofamiglia (indicata con una lettera maiuscola); le singole isoforme della 
sottofamiglia, infine, vengono indicate con un numero arabo (Fig.7). 
 
 
 
Fig.7: Nomenclatura delle isoforme di citocromo P450. 
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Per una stessa isoforma di citocromo P450 possono esistere più varianti alleliche. Si 
considerano alleli diversi di uno stesso gene le sequenze nucleotidiche che danno 
origine a proteine con sequenza amminoacidica divergente per meno del 3% (Nelson et 
al., 1996). Le famiglie indicate con un numero che va da 1 a 51 sono proprie degli 
animali, quelle da 51 a 70 dei funghi, da 71 a 99 si ritrovano nelle piante, mentre la 
famiglia 100 e le superiori sono specifiche dei batteri. Fino ad oggi sono state descritte 
circa 200 famiglie di CYP, di cui 15 presenti in tutti i mammiferi. Nel genoma di ratto 
sono stati identificati e sequenziati 84 geni, 103 nel topo e 57 nell'uomo 
(http://drnelson.utmem.edu/CytochromeP450.html). Le famiglie maggiormente studiate 
fino ad ora nei mammiferi sono le prime quattro, di cui le famiglie 1, 2 e 3 sono 
implicate soprattutto nel metabolismo degli xenobiotici, ma partecipano anche al 
metabolismo di substrati endogeni, ad esempio la famiglia 4 metabolizza sia sostanze 
esogene che endogene. Le altre famiglie, indicate con un numero superiore a 4, 
metabolizzano soprattutto molecole endogene. Di seguito sono descritte alcune 
caratteristiche generali per le sottofamiglie 1A, 2B, 2E e 3A. Il CYP1A1 e il CYP1A2 
(appartenenti alla famiglia 1) sono altamente inducibili da idrocarburi policiclici 
aromatici (PAHs) come il 3-metilcolantrene o il benzo[a]pirene (presenti, ad esempio, 
nel fumo di sigaretta), dai flavonoidi come il β-naftoflavone (presente nelle piante), e da 
idrocarburi aromatici polialogenati come la diossina. Queste sostanze attivano tali 
isoforme che a loro volta li metabolizzano in composti cancerogeni. Ad esempio alti 
livelli di CYP1A2 sono correlati con un aumento di rischio di comparsa del cancro al 
colon e, poiché questo isoenzima e fortemente indotto dal fumo di sigaretta, e stato 
possibile tracciare una correlazione diretta tra il fumo e questo tipo di cancro. Le 
sottofamiglie 2B e 2E appartengono alla famiglia 2 contenente circa 1/3 delle isoforme 
umane di citocromo P450. Nel fegato, il fenobarbital ed altri composti analoghi 
determinano un’induzione dell’espressione dei CYP2B1/2. L'espressione dei citocromi 
P450 della sottofamiglia 2B può anche essere modulata da ormoni, ed in particolare 
dall'ormone della crescita, dall'insulina e dagli ormoni tiroidei, tutti con effetto 
inibitorio sull'espressione di questi geni. La regolazione dell'espressione del CYP2E1 è 
complessa in quanto presente sia a livello trascrizionale che post-trascrizionale, e si 
diversifica nelle varie specie e nei vari tessuti. Generalmente, l'induzione del CYP2E1 
da parte degli xenobiotici si esplica con la modalità post-trascrizionale, per mezzo 
dell'induzione della traduzione o attraverso una stabilizzazione della proteina. Alcune 
condizioni fisiopatologiche, quali il diabete o il digiuno, modulano l'espressione del 
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CYP2E1 a livello trascrizionale, rispettivamente stabilizzando l’mRNA o aumentando 
la trascrizione stessa. Infine la sottofamiglia 3A comprende isoforme enzimatiche 
estremamente importanti per il metabolismo di molti xenobiotici, ma anche di ormoni 
steroidei. Costituiscono circa il 40% delle isoforme totali di P450, e sono in grado di 
metabolizzare oltre il 60% dei farmaci a medio ed alto peso molecolare. Gli isoenzimi 
di questa famiglia prediligono, quando possibile, le ossidazioni in posizioni cosiddette 
“facili”, cioè quando l'energia necessaria per estrarre dal substrato un atomo di idrogeno 
e minore (idrossilazioni in posizione allilica o N-dealchilazioni). Per questa 
sottofamiglia sono stati identificati molti tipi di induttori che possiedono caratteristiche 
strutturali anche molto diverse tra loro. Questo è spiegabile con la presenza, a livello del 
sito di legame del ligando, di un “loop” flessibile che permette di espandere tale regione 
e di adattarla a molti tipi di molecole. La sottofamiglia 3A e coinvolta anche nella 
bioattivazione di alcuni xenobiotici a mutageni e/o cancerogeni. Ad esempio, 
l'acetaminofene viene convertito dal CYP3A4 umano in un intermedio altamente tossico 
che, interagendo con le macromolecole cellulari, può portare a necrosi cellulare. Tra gli 
inibitori dei CYP3A sono inclusi il chetoconazolo, la troleandomicina ed alcuni flavoni 
presenti nel succo di pompelmo (Casarett Doull’s, 1993). 
 
2.5 Interazione degli isotiocianati con gli enzimi di fase 1 e 2 
 
Numerosi studi sperimentali hanno dimostrato che il principale meccanismo con cui gli 
ITCs esplicano la loro attività chemiopreventiva è determinato dalla modulazione degli 
enzimi coinvolti nel metabolismo degli xenobiotici. Si ritiene che gli ITCs inibiscano la 
produzione di metaboliti cancerogeni mediata dal sistema del citocromo P450 e 
stimolino i meccanismi detossificanti ed antiossidanti tipici della fase 2 (Higdon, 2007). 
È noto che gli ITCs inibiscono specifiche isoforme enzimatiche di P450 quali 2B1, 
2A1, 1A1, 1A2 e 2E1 coinvolti nella bioattivazione di diverse sostanze che possono 
esplicare un’azione tossica sull’organismo. Esperimenti di inibizione enzimatica con 
alchil e arialchil ITCs, effettuati su frazioni microsomiali di fegati di ratti trattati con 
induttori di isoforme di citocromo come 3-metilcolantrene e fenobarbital hanno 
dimostrato che tutti gli isotiocianati testati esercitavano un maggior effetto inibitorio 
sull’isoforma 2B rispetto all’1A, con una potenza inibitoria che si innalzava 
all’aumentare della lunghezza della catena alchilica o arialchilica fino a 6 atomi di 
carbonio (Conaway et al., 1996). Inoltre, in studi condotti in topi A/J portatori di tumore 
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al polmone indotto da (4-metilnitrosammina)-1-(3-piridil)-1-butanone (NNK), a cui 
sono stati somministrati gli isotiocianati aromatici benzil- e fenetil- isotiocianati 
(rispettivamente BITC e PEITC) è stata registrata una diminuzione della massa 
tumorale e poiché il CYP2B e uno dei principali isoenzimi coinvolti nell’attivazione di 
NNK, una sua inibizione risulta essere un ottimo meccanismo chemiopreventivo ad 
opera degli isotiocianati (Morse, 1989). Dati ottenuti da studi di inibizione 
evidenziavano che la presenza di un anello benzenico sulla catena laterale 
dell’isotiocianato non sembra essenziale per la modulazione negativa delle attività di 
alcune isoforme enzimatiche, poiché ITCs privi di tale anello risultavano essere 
ugualmente forti inibitori, ma l’aumento degli anelli benzenici si ripercuoteva in un 
aumento dell’effetto inibitorio dell’attività catalizzata dall’isoforma 1A1, confermando 
che il sito attivo dell’enzima e in grado di alloggiare composti con gruppi fenilici 
multipli (Conaway et al., 1996). Attraverso l’utilizzo di microsomi epatici di ratto e 
stata descritta l’inibizione del CYP2E1 per opera del sulforafano che però non è stata 
confermata in studi effettuati su membrane batteriche contenenti le isoforme umane 
1B1, 1A1, 1A2, 3A4 e 2E1. Tuttavia ulteriori evidenze sperimentali hanno dimostrato 
l’effetto inibitorio del sulforafano sulle isoforme 1A2 e 3A4, sia in colture di epatociti 
primari di ratto che di uomo (Langouet et al., 2000). Una significativa porzione degli 
effetti chemiopreventivi indotti dal consumo di crucifere è attribuita all’induzione dei 
sistemi di difesa cellulare detossificanti ed antiossidanti che comprendono diverse 
forme enzimatiche, tra cui la NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi 1 (NQO1) e l’eme-
ossigenasi 1 (HO-1) (Eggler et al., 2008; Keum et al., 2008). Attualmente si conoscono 
diverse classi di composti, molti dei quali di origine naturale, accumunati dalla capacita 
di indurre l’espressione degli enzimi sopra citati (Fahey et al., 1997; Fahey and 
Stephenson, 2002). Numerosi studi hanno dimostrato che il meccanismo molecolare 
promosso da queste sostanze induce l’espressione di molti geni mediante l’interazione 
del fattore di trascrizione nucleare Nrf2 (Nuclear Factor E2-related protein) con la 
regione ARE (Antioxidant Response Element), localizzata a monte dei promotori dei 
geni codificanti gli enzimi citoprotettivi. Approfondimenti sui meccanismi molecolari 
coinvolti in questa via sono già stati trattati nel capitolo 2 della presente tesi. 
Comunque recenti esperimenti hanno dimostrato il coinvolgimento di diversi “pathway” 
di proteine chinasi nella promozione della traslocazione nucleare di Nrf2: la 
fosforilazione del sito S40 di Nrf2 da parte della proteina chinasi C (PKC) è riportata in 
modelli in cui sono stati testati alcuni induttori di ARE tra cui il tBHQ (Huang et al., 
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2000); una seconda via che coinvolge proteine chinasi MAP (MAPK) come p38, è stata 
proposta come meccanismo utilizzato dal sulforafano (Keum et al., 2006). In condizioni 
normali, la fosforilazione di Nrf2 catalizzata da p38 stabilizza il legame con Keap1 ma 
l’introduzione del sulforafano nella cellula inibisce le chinasi MKK3/6 che agiscono a 
monte della catena catalitica. Il flusso in entrata ed in uscita di Nrf2 dal nucleo cellulare 
sembra essere regolato da diversi eventi di fosforilazione. Studi effettuati sul carnosolo 
(un diterpene estratto dal rosmarino), hanno mostrato che tale composto stimola 
l’attività degli enzimi glutatione S-trasferasi e DT-diaforasi mediante l’attivazione del 
pathway chinasico della proteina fosfatidilinositolo 3-chinasi (PI3K) che provoca 
l’accumulo nucleare di Nrf2 (Martin et al. 2004).  
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Capitolo 3 
L’importanza di una dieta ricca di sostanze di 
origine vegetale 
  
 
 
3.1  L'importanza di una dieta corretta per la salute umana 
 
Lo stato di salute delle popolazioni è fortemente influenzato dal livello e dalla qualità 
della nutrizione. Una dieta corretta è un validissimo strumento di prevenzione per molte 
malattie, e di gestione e trattamento per molte altre. E’ stato ormai dimostrato che lo 
stile di vita e le scelte alimentari agiscono in modo incisivo nella possibilità di evitare lo 
sviluppo di malattie, di controllarne l’evoluzione o, al contrario, provocarne 
l’insorgenza. 
Secondo l’American Institute for Cancer Research (AICR), oltre il 30% dei tumori è 
direttamente riconducibile all’alimentazione, intesa sia in termini quantitativi (eccesso 
calorico, associato ad una scarsa attività fisica) che qualitativi, eccessivo consumo di 
zuccheri, di proteine animali (carne, uova, latte e derivati del latte), grassi animali e 
vegetali saturi ed insaturi.  
Recenti studi effettuati su persone residenti in Europa, USA e Giappone hanno 
dimostrato che le persone che consumano quotidianamente una maggior quantità di 
frutta e verdura presentano una riduzione dell’11% dell’incidenza di ictus rispetto a chi 
ne consuma quantità inferiori, e addirittura una diminuzione del 26% per chi ne fa un 
largo uso. 
L’uomo assume quotidianamente con la dieta circa 500 g di composti chimici 
provenienti principalmente da piante e vegetali tra cui, oltre a proteine, carboidrati e 
vitamine, si trovano componenti che esercitano attività biochimiche rilevanti: i 
fitochimici. Studi epidemiologici hanno dimostrato che diete ricche di alimenti di 
origine vegetale contribuiscono a prevenire svariate patologie tra cui malattie 
cardiovascolari, neurodegenerative e patologie infiammatorie, cardiopatie ischemiche, 
alcuni tipi di neoplasia, ictus, ipertensione, obesità e diabete mellito non insulino-
dipendente (Carratù and Sanzini, 2005). 
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3.2 Fitochimici 
 
I fitochimici sono sostanze provenienti dal regno vegetale, generalmente a basso peso 
molecolare e non sono indispensabili. Vanno assunte con la dieta in quanto non sono 
sintetizzate dall’uomo e spesso manifestano un’azione protettiva sulla salute umana se 
assunte a livelli significativi. Il contenuto delle sostanze fitochimiche nelle piante è 
influenzato da vari fattori come le stagioni, le modalità di conservazione e coltivazione. 
Inoltre alcuni trattamenti (frammentazione, fermentazione, temperatura, alta pressione) 
possono essere responsabili di diminuzioni , incrementi o cambiamenti nel contenuto e 
nella funzionalità di tali sostanze fitochimiche. Queste sostanze esercitano svariate 
funzioni biologiche come l’attività antiossidante (Slattery et al., 2000), la modulazione 
degli enzimi detossificanti (Lampe, 1999), la stimolazione del sistema immunitario 
(Kubena and McMurray., 1996), la riduzione dell’aggregazione piastrinica (Visioli et 
al., 2000), la modulazione del metabolismo ormonale, la riduzione della pressione 
sanguigna, l’attività antibatterica e antivirale (Ankri et al., 1999).  
Le piante sintetizzano decine di migliaia di metaboliti secondari distribuiti su tutto il 
pianeta. Tutti questi composti possono essere classificati in gruppi contenenti anche 
migliaia di composti chimici differenti (Fig.8).  
 
 
 
 
Fig.8: Classificazione delle sostanze biologicamente attive presenti negli alimenti di origine vegetale 
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3.3 I polifenoli 
 
I polifenoli costituiscono una famiglia di circa 500 molecole organiche ubiquitarie e 
fondamentali alla fisiologia della pianta. Nell’uomo vengono poco assorbiti, largamente 
metabolizzati e rapidamente eliminati . 
I polifenoli contribuiscono alla resistenza nei confronti di microrganismi e insetti, alla 
pigmentazione e alle caratteristiche organolettiche. Frutta e vegetali necessitano di 
molteplici composti per preservare la loro integrità dovuta alla loro continua 
esposizione a fattori ambientali quali i raggi UV e le alte temperature. Tali fattori 
stimolano la produzione di composti protettivi come le antocianine che , grazie al loro 
potere antiossidante, proteggono le piante dai danni causati dalle radiazioni 
ultraviolette. Infatti in caso di esposizione a grandi quantità di radiazioni UV, la loro 
produzione aumenta immediatamente per compensare questa emergenza. Grazie ai loro 
colori poi questi pigmenti sono in grado di attirare insetti ed animali, provvedendo così 
un aiuto per la riproduzione delle piante e il trasporto dei semi. Inoltre, la loro capacità 
di assorbire la luce blu-verde protegge le piante nei momenti di illuminazione elevata in 
combinazione con siccità o basse temperature. 
I polifenoli sono una classe di composti vari e molto numerosi ma con una struttura 
chimica comune: sono derivati del benzene con uno o più gruppi idrossilici associati 
all’anello. Questa peculiare struttura permette a tali composti di funzionare da 
scavenger per stabilizzare i radicali liberi, agenti riducenti, chelanti di metalli pro-
ossidanti e quencher della formazione di ossigeno singoletto.  
Studi epidemiologici hanno dimostrato che, all’aumento del consumo di polifenoli , si 
associa una riduzione del rischio di malattie cardiovascolari, di tumori e di disordini 
neurodegenerativi, suggerendo che i loro effetti benefici siano da attribuirsi, 
preferibilmente, alla capacità dei polifenoli di combattere lo stress ossidativo che 
accomuna e caratterizza queste patologie. 
In funzione al numero degli anelli fenolici e degli elementi strutturali che legano tali 
anelli, possiamo suddividere questi derivati benzenici in: flavonoidi, acidi fenolici, 
stilbeni e lignani. Tra queste classi, i flavonoidi costituiscono la categoria più numerosa 
comprendente più di 5.000 composti e dal punto di vista chimico sono difenilpropani 
che si distinguono in flavoni, isoflavoni, antocianidine, flavonoli, calconi e flavanoni 
(Fig.9). Tale distinzione è effettuata a seconda della varietà di combinazione di gruppi 
idrossilici, zuccheri, ossigeno e gruppi metilici che caratterizzano la struttura molecolare. 
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                                                                                                                                                                                                                                                                                                                                             o 
                Flavone                                          Isoflavone                                            Antocianidina 
 
                                                  o 
                 Calcone                                           Flavonolo                                           Flavanone 
   
 
Fig.9: Formule di struttura dei flavonoidi (Tsuda et al., 2004) 
 
 
La diversità nella struttura chimica è responsabile dell’azione antiossidante, 
antinfiammatoria, antibatterica, antimutagena ed anticancerogena di un flavonoide 
rispetto ad un altro. Studi sperimentali hanno dimostrato che queste molecole sono 
potenti antiossidanti in grado di sequestrare specie reattive dell’ossigeno come radicali 
idrossilici, anioni superossido e radicali prodotti dalla perossidazione lipidica. Molti 
sono i flavonoidi che assumiamo quotidianamente attraverso l’alimentazione vegetale, 
ad esempio la quercetina, abbondante nelle cipolle, broccoli, mele e bacche, l’apigenina 
presente nel prezzemolo e nel sedano, le catechine del tè, la naringenina presente nella 
buccia delle arance, la cianidina delle ciliegie e delle fragole, la genisteina dell’olio di 
soia. 
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3.4 I carotenoidi 
 
I carotenoidi sono una classe di pigmenti organici che possono essere rinvenuti nelle 
piante o in altri organismi fotosintetici, come ad esempio le alghe ed alcune specie di 
batteri. I carotenoidi sono molecole costituite da una catena costituita da 35-40 atomi di 
carbonio (definita catena polienica), spesso terminante in un anello. Esistono oltre 600 
tipi di carotenoidi differenti che vengono normalmente suddivisi in i caroteni (privi di 
ossigeno) e le xantofille (contengono ossigeno). Sono pigmenti accessori che nella 
fotosintesi consentono di assorbire lunghezze d'onda differenti rispetto alla clorofilla e 
che proteggono quest'ultima dalla foto ossidazione. Appartengono ai caroteni il licopene 
e ed il carotene. 
Molto abbondanti in natura, i carotenoidi si trovano in molte parti della pianta, compresi 
frutti, semi, foglie e radici. Non vengono sintetizzati direttamente dall’uomo e perciò 
vanno assunti con la dieta, e ne sono particolarmente ricchi la zucca, la carota, l'anguria, 
il peperone, il pomodoro, l'albicocca ed il melone. Per molti anni l'importanza 
nutrizionale dei carotenoidi è stata quasi esclusivamente correlata alla capacità di 
fungere da precursori della vitamina A (o retinolo), sostanza tipica del regno animale. Si 
tratta in effetti di una caratteristica molto importante, tipica di alcuni carotenoidi ed in 
modo particolare del β-carotene (Fig.10). L 'α-carotene, invece, genera la vitamina A 
meno facilmente della forma β, ma ha un'attività antiossidante maggiore del 38%; ed è 
proprio quest'attività protettiva a suscitare l'interesse dei ricercatori. Oltre alla funzione 
provitaminica, infatti, occorre sottolineare come diversi carotenoidi esercitino effetti 
protettivi nei confronti di svariate patologie agendo sull’eliminazione dei radicali liberi. 
 
 
 
 
 
Fig.10: struttura del β-carotene  
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I carotenoidi possiedono molte proprietà fisiologiche, e hanno importanti effetti sia 
nelle piante che in altri organismi. Grazie alla loro particolare struttura molecolare, sono 
capaci di legare ed eliminare i radicali liberi, e giocano in questo senso un ruolo 
importante nel sistema immunitario dei vertebrati. Inoltre, studi epidemiologici hanno 
evidenziato come le persone con elevati livelli di β-carotene mostrino più bassi rischi di 
contrarre il cancro ai polmoni. 
Il licopene è un altro importante carotenoide che possiede attività antiossidante ed 
antitumorale, ed è riconosciuto come il principale responsabile del colore rosso del 
pomodoro maturo (Solanum lycopersicum) e di altri pigmenti gialli e rossi caratteristici 
di alcuni frutti e verdure, quali per esempio il cocomero, l'albicocca, il pompelmo rosa, 
l'uva e la papaia (Fig.11).  
 
 
 
Fig.11: Struttura del licopene 
 
 
Alcuni studi (Giovannucci, 1995; Franceschi et al. 1994) hanno riportato che un 
consumo abbondante di pomodoro e suoi derivati è inversamente correlato con il rischio 
di insorgenza di malattie cardiovascolari, tumori dell'apparato digerente e della prostata. 
Inoltre evidenze recenti sul cancro al polmone e al colon, suggeriscono che l’effetto 
antitumorale del licopene è dovuto non solo alle sue proprietà antiossidanti ma anche a 
meccanismi di azione che inducono le cellule neoplastiche all’apoptosi ed a processi 
che frenano la cancerogenesi indotta da sostanze tossiche. Diversamente da β-carotene e 
licopene, che appartengono alla classe dei carotenoidi precursori della vitamina A, la 
luteina e il suo isomero zeaxantina sono carotenoidi non-provitamina A che differiscono 
dai precedenti, per la presenza di gruppi idrossilici sugli anelli che costituiscono il 
termine della catena e sono definiti ossicarotenoidi o xantofilline. Le xantofilline 
impediscono la perossidazione lipidica indotta dai raggi ultravioletti, inibiscono la 
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crescita tumorale nei topi e riducono l’apoptosi indotta dallo stress ossidativo nelle 
cellule fotorecettrici di ratto (Tsuda et al., 2004; Pan and Ho, 2008). 
 
3.5 I Glucosinolati 
 
I glucosinolati sono un gruppo di sostanze fitochimiche che comprendono molti 
composti largamente distribuiti in natura, soprattutto nella famiglia delle Crocifere 
(Brassicacee come cavolfiori, cavoletti di Bruxelles, broccoli). I glucosinolati saranno 
ampiamente descritti nel capitolo successivo. 
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Capitolo 4 
Glucosinolati e isotiocianati 
 
 
4.1 I glucosinolati 
 
Studi epidemiologici hanno dimostrato il ruolo di diete ricche di vegetali nella riduzione 
dell'incidenza di tumori umani. Una dieta ricca di una o più verdure appartenenti alla 
famiglia delle Brassicacee è quindi associata ad un minor rischio di cancro al polmone, 
allo stomaco, al colon-retto e alla prostata. Tali studi hanno attribuito questa attività 
protettiva delle Brassicacee al loro contenuto di glucosinolati e di composti fitochimici 
quali i polifenoli, i carotenoidi, l'acido folico, il selenio. Questa attività protettiva risiede 
nella capacità dei glucosinolati di modulare gli enzimi di fase 1 e di fase 2 del 
metabolismo dei farmaci e di aumentare le capacità antiossidanti della cellula. 
I glucosinolati sono un gruppo di sostanze fitochimiche che comprendono una miscela 
di più di 130 diversi composti largamente distribuiti in natura, soprattutto nella famiglia 
delle Crocifere (Brassicacee come cavolfiori, cavoletti di Bruxelles, broccoli).   
Essi da soli esibiscono una bassa bioattività, ma gli effetti benefici da loro indotti 
sembrano essere correlati ad i loro prodotti chiamati isotiocianati ottenuti da sistemi 
enzimatici, in particolare le mirosinasi esogene.  
I glucosinolati sono B-tioglucoside N-idrossisolfati con una catena laterale R, derivata 
da aminoacidi,  e una molecola di B-D-glucopiranosio legata tramite legame solfuro 
(Fig.12). I glucosinolati sono maggiormente presenti nel genere Brassica della famiglia 
delle brassicacee che comprende vegetali importanti per l’alimentazione umana, come 
vari tipi di cavoli tra cui broccoli, cavolfiore, cavolo cappuccio e cavolini di Bruxelles 
(Fahey et al., 2001; Higdon et al., 2007). Per quanto riguarda il genere Brassica il 
contenuto di glucosinolati rappresenta circa l'1% del loro peso secco. Esistono molti tipi 
di glucosinolati diversi che vengono classificati in base alla loro struttura chimica, 
infatti sono state identificate circa 120 diverse catene laterali (Fahey et al., 1997). 
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Fig.12: Struttura molecolare dei glucosinolati. (R) rappresenta la catena laterale variabile, (Mithen, 
2001). 
 
Queste sostanze sono presenti anche in almeno 500 specie di angiosperme dicotiledoni 
che contengono uno o più dei 120 glucosinolati noti. Tra queste, oltre alle brassicacee, 
le famiglie che comprendono il maggior numero di glucosinolati sono le capparacee e 
le caricacee che includono vegetali commestibili quali il cappero e la papaia. Una 
singola specie vegetale del genere Brassica contiene in concentrazioni elevate da 2 a 5 
diversi GLs il cui numero può ampiamente variare tra un vegetale e l’altro. Ad esempio 
i broccoli sono una ricca fonte di glucorafanina (GRA) ed i cavolini di Bruxelles di 
progoitrina (Vermeulen et al., 2006). Inoltre il quantitativo di tali sostanze segue una 
distribuzione variabile nelle diverse parti della pianta (radici, foglie e semi) tanto da 
raggiungere l’1% del peso secco in alcuni tessuti ed il 10% in alcuni semi. Tale 
variabilità può essere attribuita sia all’età della pianta sia ad alcuni fattori ambientali 
come la fertilità del suolo, eventuali malattie e l’uso di regolatori dell’accrescimento.  
Fino ad oggi, tra le crucifere sono stati purificati più di centoventi GLs che differiscono 
nella struttura della catena laterale. In base alle similitudini strutturali, i GLs e i 
metaboliti ITCs possono essere suddivisi in diverse classi chimiche distinte a seconda 
della catena laterale. I più studiati sono quelli in cui la catena laterale (-R) è: 
 
• alifatica, lineare o ramificata; 
• alifatica contenente un atomo di zolfo; 
• olefinica, lineare o ramificata, eventualmente portante un gruppo alcolico; 
• aromatica o eterociclica, in particolare indolica (Fahey et al., 2001). 
 
La struttura chimica dei prodotti dei glucosinolati è molto importante per l’attività 
biologica, piccoli cambiamenti nella catena laterale possono avere importanti 
conseguenze. Ad esempio, mentre i glucosinolati metiltioalchilici producono 
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isotiocianati volatili responsabili del sapore acuto della rucola, quelli 
metilsulfinilalchilici sono precursori di isotiocianati non volatili che conferiscono un 
gusto meno intenso come quello tipico dei broccoli. 
Nella tabella 2 sono riportati i nomi comuni, i nomi chimici e la struttura della catena 
laterale di alcuni GLs e dei rispettivi ITCs. 
 
 
 
Tab.2: Nomi comuni, nomi chimici, struttura chimica di –R di alcuni GLs ed i rispettivi ITCs. 
 
 
4.2 Biosintesi 
 
Il meccanismo di biosintesi dei glucosinolati è stato ampiamente studiato nella 
brassicacea 
Arabidopsis thaliana, tramite approcci biochimici e genetici. Questi composti derivano 
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dalla conversione di alcuni amminoacidi e si distinguono in:  
 
• alifatici, se il precursore è l’alanina, la metionina, la valina, la leucina o l’isoleucina;  
• aromatici, se sintetizzati da fenilalanina o tirosina;  
• indolici, se prodotti a partire dal triptofano.  
 
Alcuni precursori dei glucosinolati alifatici sono derivati della metionina e caratterizzati 
dall’allungamento della catena laterale dello stesso amminoacido (per esempio omo-
metionina, diomo-metionina, triomo-metionina). Durante la sintesi intervengono 
numerose modificazioni che conducono all’estrema diversità di questi composti. La 
biosintesi è composta da tre fasi indipendenti. 
 
1. Inizialmente si ha l’allungamento della catena laterale dell’amminoacido di partenza 
a cui seguono, l’aggiunta del gruppo glucosidico solforato comune a tutti i 
glucosinolati e successive modificazioni nella catena laterale. L’allungamento della 
catena laterale dell’amminoacido avviene in diverse tappe, nella prima si ha una 
transamminazione a formare l’α-ketoacido, poi si ha una condensazione con una o 
più unità di acetilCoA ed infine una seconda transamminazione che recupera 
l’ammino-gruppo.  
2. La seconda tappa della biosintesi inizia con la conversione dell’amminoacido 
modificato nella corrispondente aldossima, molecola formatasi a seguito di tre 
reazioni catalizzate da diverse isoforme di CYP79 che si succedono in questo 
ordine: N-idrossilazione, ossidazione a nitro-derivato e decarbossilazione. 
L’aldossima è trasformata ad acido tiodrossimmico per opera di una 
sulfoniltransferasi, successivamente la molecola subisce una S-glucosinolazione 
mediante UDP-glucosio.  
3. Infine un’altra sulfoniltranferasi utilizza una molecola di PAPS (3’fosfoadenosin-
5’fosfosolfato) per catalizzare il legame del gruppo solfato con l’atomo di azoto del 
desulfoglucosinolato. Dunque si ha la formazione del glucosinolato che può subire 
modifiche nella composizione della catena laterale (Fig.13), (Fahey et al., 2001; 
Grubb and Abel, 2006; Yan and Chen, 2007). 
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Fig.13: Seconda tappa di biosintesi dei glucosinolati (Fahey et al., 2001) 
 
 
4.3 Conversione dei glucosinolati in isotiocianati 
 
I glucosinolati sono precursori molto stabili degli isotiocianati e si ritrovano sequestrati 
nei vacuoli dei vari tessuti della pianta. La conversione dei glucosinolati in isotiocianati 
si ha in seguito alla masticazione della pianta stessa, o a danno tissutale subito dalla 
pianta durante la coltivazione o ancora nel raccolto. Tale danneggiamento provoca la 
liberazione dell'enzima mirosinasi, una glicoproteina che è fisicamente separata dai suoi 
precursori, nei corpi mirosinici. Successivamente al trauma l’idrolasi esce dai corpi 
mirosinici, entra in contatto con i substrati, i GLs, e catalizza la formazione di intermedi 
instabili di tioidrossamato-O-solfonato con contemporanea perdita di una molecola di 
D-glucosio e di uno ione idrogeno solfato. Dipendentemente da fattori chimici come il 
pH, la temperatura, la natura e la concentrazione dei GLs e la presenza di proteine che 
interagiscono con l’enzima mirosinasi, si possono formare diversi tipi di prodotti tra cui 
gli ITCs (Fig. 14), (Grubb e Abel, 2006). 
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Fig.14: Reazione di idrolisi dei glucosinolati e formazione di isotiocianati ed altri prodotti (Zhang and 
Talalay, 1994). 
 
Oltre che nelle piante, l’enzima mirosinasi si ritrova anche nei funghi e nei batteri. Un 
tipico esempio è la presenza di tale enzima nella microflora intestinale animale ed 
umana, dove è responsabile della conversione della quota di GLs che arrivano a questo 
livello intatti (Fahey et al., 2001; Krul et al., 2002). 
 
 
4.4 Digestione ed assorbimento dei glucosinolati  
 
In seguito all’assunzione di vegetali contenenti l'enzima mirosinasi, i glucosinolati sono 
rapidamente idrolizzati nel primo tratto gastrointestinale in vari metaboliti, tra cui gli 
isotiocianati. Se i vegetali assunti non contengono la mirosinasi, i GLs possono essere 
degradati in altri modi: 
 
• nello stomaco grazie al pH acido presente in questo organo, 
• nel colon, grazie alla presenza delle idrolasi batteriche (Krul et al., 2002).  
 
Gli ITCs sono assorbiti dall’epitelio intestinale e successivamente sono rilasciati nella 
circolazione sistemica tramite cui raggiungono il fegato dove sono metabolizzati nella 
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via dell’acido mercapturico (Fig.15). A livello epatico gli ITCs sono coniugati 
rapidamente con il glutatione (GSH) o γ-glutammilcisteinilglicina, grazie all’elevata 
concentrazione di questa molecola nel fegato e alla presenza della glutatione S-trasferasi 
che catalizza il legame tra il gruppo sulfidrilico nucleofilo del GSH e l’atomo di 
carbonio elettrofilo dell’ITC. Questa reazione ha come prodotto una molecola di 
glutatione ditiocarbamato che subisce un’iniziale transpeptidazione per opera della γ-
glutammiltranspeptidasi (γ-TP). Infine ulteriori reazioni catalizzate rispettivamente 
dall’enzima cisteinilglicinasi (CG) e N-acetiltrasferasi (NAT), portano alla formazione 
di acidi mercapturici (MAs) che sono escreti nelle urine. Il dosaggio del MA nelle urine 
fornisce importanti indicazioni sulla quota di ITCs assorbiti a livello di tutto il tratto 
gastrointestinale, senza dare alcuna informazione sul sito del lume in cui è avvenuta 
l’idrolisi (Higdon et al., 2007; Rungapamestry et al. 2007). 
 
 
 
 
 
Fig.15: Metabolismo degli isotiocianati attraverso la via dell’acido mercapturico (Higdon et al., 2007) 
 
 
4.5 Gli isotiocianati 
 
Gli isotiocianati (ITCs) sono stati studiati come agenti chemiopreventivi, e sono risultati 
parzialmente efficienti nei confronti di diversi tipi tumori come il tumore al polmone, 
alla ghiandola mammaria, all'esofago, fegato e colon. Studi condotti da Sidransky et al. 
hanno inoltre dimostrato la capacità degli isotiocianati di inibire tumori indotti 
artificialmente in ratti e criceti. 
Le femmine di topi A/J sono un sistema modello per lo studio di agenti 
chemiopreventivi contro il tumore al polmone, e sono stati usati anche per studi 
riguardanti la correlazione tra struttura e funzionalità degli isotiocianati. Questi topi 
sviluppano tumori al polmone dopo 16 settimane dalla somministrazione di 
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10micromoli di NKK (4-(metilnitrosamino)-1-(3-piridil)-1-butanone). I tumori che ne 
risultano sono facilmente identificabili e quantificabili tramite semplice osservazione 
della superficie esterna del polmone dato che la quantità di tumori in superficie è 
direttamente proporzionale al totale dei tumori presenti. L'incidenza del tumore e la sua 
molteplicità è risultata essere inibita dalla somministrazione di una dose di isotiocianati 
2 ore prima rispetto a NKK. Esaminando la relazione tra la struttura chimica degli 
isotiocianati utilizzati in relazione alla loro capacità di inibire il tumore, è emerso che 
tale capacità è direttamente proporzionale alla loro lipofilicità (Jiao, D et al., 1994). 
L'attività di isotiocianati come il sulforafano (GRA) contro numerosi patogeni umani 
(es. Escherichia Coli, Salmonella typhimurium, Candida) è stata largamente dimostrata. 
Il metabolismo e l'uptake nei tessuti sono importanti fattori da considerare per capire 
l'efficacia e la modalità di azione degli isotiocianati (ITCs) come agenti 
chemopreventivi. Studi sulla biotrasformazione degli ITCs hanno dimostrato che il loro 
metabolismo procede prima attraverso il pathway dell'acido mercapturico. 
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Capitolo 5 
Il sulforafano 
 
5.1 Generalità 
 
Tra tutti gli ITCs, il più studiato e caratterizzato è il sulforafano (4-metilsulfinilbutil-
ITC), particolarmente abbondante nei broccoli dove è presente sottoforma di GL 
glucorafanina (GRA). Il sulforafano influenza il sapore della verdura, ed è il più 
idrofilico di tutti gli isotiocianati assunti con la dieta. Dall’osservazione della catena 
laterale raffigurata in figura 16, possiamo classificare il sulforafano come ITC 
appartenente alla categoria degli alifatici contenenti un atomo di zolfo. 
 
 
 
                    
 
           
Fig.16: Catena laterale (-R) del sulforafano. 
 
 
L’importanza attribuita a questo ITC è data dalla sua capacità di proteggere il corpo 
umano da xenobiotici ambientali, infatti è nota l’efficacia del sulforafano nell’indurre 
l’espressione di enzimi detossificanti ed antiossidanti e nel regolare i livelli proteici e 
funzionali di differenti geni di CYP450. Inoltre studi effettuati sulla popolazione sana, 
sottoposta a somministrazione di broccoli contenenti glucorafanina o sulforafano, hanno 
mostrato che queste sostanze sono ben tollerate dall’organismo e non causano reazioni 
avverse. Queste caratteristiche contribuiscono a ritenere il sulforafano un possibile 
agente nella chemioprevenzione di malattie cronico-degenerative come il cancro 
(Fimognari et al., 2008). 
 
5.2 Metabolismo 
 
Studi sperimentali effettuati in linee cellulari di mammifero, hanno dimostrato che 
elevati quantitativi di sulforafano sono rapidamente accumulati nel citoplasma cellulare 
Sulforafano CH3S(O)CH2CH2CH2CH2- 
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a livello del quale è possibile raggiungere concentrazioni millimolari della sostanza. Il 
sulforafano oltrepassa la membrana plasmatica mediante trasporto passivo e una volta 
nella cellula interagisce reversibilmente con sostanze nucleofile aventi gruppi tiolici, 
quali proteine e GSH. Il GSH è una molecola dell’organismo coinvolta nella 
prevenzione dell’insorgenza dello stress ossidativo. Il gruppo tiolico contenuto nel 
residuo di cisteina conferisce al tripeptide la caratteristica di agente riducente 
intracellulare, in particolar modo contribuisce a mantenere nello stato ridotto i residui 
tiolici delle proteine e le specie altamente reattive quali i radicali liberi. Il sulforafano 
può reagire direttamente con il GSH a condizioni di pH fisiologico, oppure il legame 
può essere catalizzato dall’enzima glutatione S-trasferasi (Kolm et al. 1995). I coniugati 
formatisi dall’interazione sulforafano-GSH (ditiocarbammati) ed il sulforafano in forma 
libera, sono rapidamente rimossi dal citoplasma da trasportatori di membrana come le 
proteine associate alla resistenza farmacologica MRP-1 e le glicoproteine-P (Pgp-1) 
(Callaway et al., 2004). In seguito alla formazione di coniugati del GSH e alla 
fuoriuscita di tali metaboliti dal citoplasma cellulare, la quantità di GSH intracellulare 
tende a diminuire, rendendo le cellule particolarmente vulnerabili a possibili stress 
ossidativi causati da elettrofili endogeni ed esogeni come il sulforafano (Conaway et al., 
2005). Dunque la variabilità individuale nell’espressione dell’enzima glutatione S-
trasferasi e delle proteine transmembranarie adibite al trasporto dei ditiocarbammati, 
può essere rilevante nella risposta cellulare al sulforafano ed ai suoi analoghi (Eaton and 
Brammler, 1999). In seguito alla formazione di ditiocarbammati, il sulforafano è 
metabolizzato nella via dell’acido mercapturico che lo converte rapidamente in 
coniugato N-acetilcisteinico (NAC), per poi eliminarlo nelle urine (figura 16). Inoltre la 
biodisponibilità del sulforafano dopo somministrazione orale o endovenosa e molto alta, 
con basso grado di variabilità interindividuale e la quantità di NAC escreta e 
direttamente proporzionale alla dose di sulforafano introdotta nell’organismo (Hanlon et 
al., 2008). 
 
5.3 Effetti sugli enzimi di fase 1 e 2 e sulla formazione di addotti al DNA 
 
Tra le proprietà conferite al sulforafano, si ritrovano la capacità di modulare l’attività 
catalitica e l’espressione enzimatica di diverse isoforme di CYP450 e di indurre 
l’espressione genica di enzimi antiossidanti e detossificanti contenenti la regione ARE 
nei loro promotori (Fig. 17). 
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Fig.17: Meccanismi di protezione cellulare indotti dal sulforafano (Fimognari et al., 2008). 
 
 
In esperimenti in cui sono stati utilizzati ratti esposti a sulforafano, a dosi giornaliere 
paragonabili a livelli riscontrabili nella dieta (3-12 mg/kg), è stata riscontrata 
un’inibizione dell’attività pentossiresorufina-O-depentilasi (PROD) marcatrice 
dell’isoforma 2B, accompagnata da una diminuzione dell’espressione proteica della 
stessa isoforma. Risultati analoghi si riscontravano per l’isoforma 1A2, 3A4, e 2E1 
(Yoxall et al., 2005). L’effetto “down-regolatorio” che il sulforafano esercita sulle 
isoforme di CYP450 risulta essere di fondamentale importanza, dal momento che tale 
complesso enzimatico è coinvolto nell’attivazione di cancerogeni come le 
dialchilnitrosammine e le imidazopiridine (Barcelo et al., 1998). 
L’abilità del sulforafano nell’attivare gli enzimi di fase 2 è stata ampiamente 
documentata in vitro (attraverso esperimenti effettuati in linee cellulari di ratto e 
prostatiche ed intestinali umane trattate con sulforafano) ed in vivo in ratti F-344 
sottoposti a dieta supplementata di sulforafano (Brooks et al., 2001) ed i risultati 
ottenuti dalle analisi delle attività enzimatiche e dell’espressione genica degli enzimi di 
fase 2 hanno mostrato un’“upregulation” della NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi 
(NQO1), glutatione S-trasferasi e catalasi (Rushmore and Kong, 2002). Il meccanismo 
molecolare tramite cui il sulforafano promuove l’espressione dei geni a valle di ARE è 
stato precedentemente descritto nel paragrafo 1.4. Il gruppo tiolico reattivo del 
sulforafano interagisce con le cisteine contenute in Keap1 cosicché Nrf2 si dissocia da 
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Keap1 e trasloca nel nucleo dove esplica la sua azione di fattore di trascrizione dei geni 
regolati da ARE (Dinkova-Kostova et al., 2002). L’elevata espressione di proteine 
transmembranarie come MRP1 interferisce con i livelli di Nrf2 presenti nella cellula, 
infatti tali proteine promuovono il flusso extracellulare del sulforafano e dei rispettivi 
coniugati con GSH. Dunque nelle 2 ore successive al trattamento con sulforafano i 
livelli di Nrf2 aumentano molto rapidamente in seguito all’interazione dell’ITC con 
Keap1 e alla sintesi costitutiva dello stesso, ma in un secondo momento l’efflusso 
cellulare di sulforafano e coniugati, determina un calo dei livelli citosolici e nucleari di 
Nrf2 (Sibhatu et al., 2008). Un ruolo importante nella regolazione dei geni ARE è 
attribuito all’attivazione di “pathway” che coinvolgono proteine chinasi come PKC. Si 
pensa che tali vie metaboliche siano promosse da sostanze elettrofile come il 
sulforafano che, indipendentemente dall’interazione con Keap1, fosforilerebbe Nrf2 e lo 
stabilizzerebbe fino a promuoverne l’entrata nel nucleo (Fimognari et al., 2008). 
Il sulforafano è un potente inibitore competitivo del CYP2E1 e un inibitore della 
genotossicità indotta da N-nitrosodimetilamina (NDMA). In epatociti umani trattati con 
sulforafano l'espressione del CYP1A2 è invariata, mentre sia l'espressione sia i livelli 
delle attività enzimatiche del CYP3A4, il principale CYP presente nel fegato umano, 
sono significativamente ridotti. Queste osservazioni dimostrano che in epatociti umani e 
di ratto il sulforafano può causare l'inibizione enzimatica di alcuni CYP e, come per il 
CYP3A4, anche i livelli di espressione genica. L'assunzione di sulforafano con la dieta 
porta ad un declino del livello di apoproteina per il CYP2B e maggiormente per il 
CYP3A2 (Yoxall, 2005). 
Associata alla capacità del sulforafano di inibire gli enzimi di fase 1 ritroviamo la 
capacità di inibire la formazione di addotti al DNA causati da carcinogeni. Studi in vitro 
hanno dimostrato che il sulforafano è un potente inibitore della mutagenicità indotta da 
ammine eterocicliche (HACs). L'esposizione a HACs, ad esempio derivate dalla cottura 
delle carni, è stata ritenuta implicata nell'eziologia di alcuni tumori umani incluso quello 
al colon, alla prostata e al seno. L'assunzione giornaliera totale di HCAs può arrivare 
fino a 10 microgrammi. Il trattamento di epatociti umani con sulforafano (1-10 µM) 
riduce significativamente i livelli degli addotti al DNA, provocati da HACs, in maniera 
dose dipendente, e ne aumenta il tasso di detossificazione. Questo effetto protettivo non 
è attribuibile alla modulazione dei livelli del CYP1A2, dato che il sulforafano non lo 
inibisce probabilmente a causa dei bassi livelli di espressione nelle linee di epatociti umani utilizzati 
in questi studi, ma è stato attribuito all'induzione degli enzimi detossificanti di fase 2. 
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Queste evidenze dimostrano che in vitro il sulforafano protegge dai danni indotti dai 
carcinogeni a livello del DNA e suggerisce un ruolo per l'inibizione di alcuni enzimi di 
fase 1. 
 
5.4 Implicazioni farmacologiche 
 
Esperimenti effettuati su colture primarie di epatociti umani e di ratto hanno dimostrato 
che in seguito all’interazione del sulforafano con il GSH, aumenta la quantità di ROS 
presente nelle cellule a causa della riduzione dei livelli di GSH libero e lo stress 
ossidativo che segue è responsabile dell’incremento nell’espressione di trasportatori 
transmembranari come MRP1 e MRP2 (Payen et al., 2002). Dunque il sulforafano oltre 
a modulare gli enzimi coinvolti nei meccanismi di attivazione delle sostanze tossiche e 
di detossificazione da tali sostanze, favorisce la fuoriuscita di molecole dannose per le 
cellule attraverso l’incremento dei livelli proteici di proteine spesso associate alla 
resistenza farmacologica. Tutte queste proprietà hanno indotto a pensare che il 
sulforafano potesse essere utilizzato come promotore di farmaci chemioterapici 
caratterizzati da tossicità e resistenza. Per esempio alle antracicline, antibiotici utilizzati 
per la cura di molti tumori, e attribuita la cardiotossicità e la capacità di indurre 
resistenza delle cellule tumorali al farmaco. Una strategia per ridurre gli effetti negativi 
causati da questo chemioterapico e l’uso concomitante di agenti naturali che possano 
aumentare la sensibilità delle cellule tumorali al farmaco. La rapida e drammatica 
deplezione di GSH in cellule tumorali epatiche Hepa 1c1c7 trattate con una dose di 50 
µM di sulforafano rende queste cellule suscettibili al chemioterapico doxorubicina, 
infatti l’aumento di specie reattive in assenza di un’adeguata quantità di GSH libero 
nella cellula, favorisce la sintesi di proteine transmembranarie che guidano l’uscita delle 
molecole che conferiscono tossicità al farmaco (Zhang Y., 2004). 
L'azione chemiopreventiva del sulforafano coinvolge probabilmente meccanismi 
multipli che interagiscono tra loro per ridurre il rischio di cancerogenesi. I meccanismi 
sopracitati includono: 
 
 l'inibizione della fase 1 degli enzimi del CYP450; 
 l'induzione degli enzimi di fase 2 del metabolismo; 
 funzioni antiossidanti che aumentino i livelli di GSH nei tessuti; 
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 proprietà di induzione dell'apoptosi; 
 induzione dell'arresto del ciclo cellulare; 
 proprietà anti-infiammatorie; 
 inibizione dell'angiogenesi. 
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Capitolo 6 
Scopo della tesi 
 
L’importanza di una dieta ricca di sostanze vegetali per la salute umana è stata 
dimostrata da moltissimi studi. I vegetali infatti contengono i fitochimici, sostanze  
basso peso molecolare, che devono essere necessariamente assunte con la dieta in 
quanto non sono sintetizzate dall’uomo. E’ stato dimostrato che se assunti a livelli 
significativi, i fitochimici manifestano un’azione protettiva sulla salute umana. Queste 
sostanze esercitano svariate funzioni biologiche come l’attività antiossidante, la 
modulazione degli enzimi detossificanti, la stimolazione del sistema immunitario, la 
riduzione dell’aggregazione piastrinica, la modulazione del metabolismo ormonale, la 
riduzione della pressione sanguigna, l’attività antibatterica e antivirale. Tra tutte queste 
sostanze è stata riposta molta attenzione sui glucosinolati (GLs) e sui loro prodotti di 
idrolisi, gli isotiocianati (ITCs), largamente presenti nella famiglia delle Brassicacee. 
Gli ITCs sono di particolare interesse in qunto è stato dimostrato che inducono 
l’espressione di enzimi antiossidanti provocando l’attivazione del fattore nucleare di 
trascrizione Nrf2, e del metabolismo degli xenobiotici. 
Lo scopo di questa tesi è stato quello di investigare l’effetto di quattro glucosinolati 
sugli enzimi catalasi, DT-diaforasi, eme-ossigenasi 1, glutatione reduttasi, glutatione-S-
transferasi ed etossicumarina-O-deetilasi usando come modello sperimentale colture di 
epatociti primari di ratto.  
Le condizioni di coltura utilizzate hanno previsto un doppio strato di collagene ed un 
periodo di incubazione di 48 ore a 37°C prima di effettuare il trattamento con i 
glucosinolati. In questo modo abbiamo garantito il reinstaurarsi di condizioni cellulari il 
più possibile simili alle condizioni fisiologiche.  
Prima di procedere con il trattamento, i GLs sono stati incubati a 37°C per 15 minuti in 
presenza dell’enzima mirosinasi, in modo tale da permettere il verificarsi della reazione 
di idrolisi che porta alla formazione degli ITCs. Per i trattamenti sono stati scelti i 
seguenti GLs: sinigrina (SIN), glucoiberina (GIB), glucotropeolina (GTL) e 
gluconasturtina (GST). Successivamente gli epatociti sono stati trattati con le suddette 
sostanze, utilizzate a concentrazioni di 20µM e 40µM, a 1 ora, 4 ore, 24 ore e 48 ore. 
In seguito ai trattamenti, le colture sono state sottoposte a digestione della matrice 
extracellulare da parte della collagenasi ed a successiva omogeneizzazione e 
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preparazione delle frazioni microsomiali e citosoliche. I campioni cellulari ottenuti da 
questo passaggio sono stati utilizzati per la valutazione delle attività enzimatiche proprie 
della fase 1 del metabolismo degli xenobiotici e dei meccanismi detossificanti ed 
antiossidanti (DT-diaforasi, eme-ossigenasi-1, glutatione reduttasi, glutatione-S-
transferasi, catalasi). Inoltre sono stati esperimenti di Immunoblotting con anticorpi 
anti-eme-ossigenasi. Tramite RT-PCR, è stata investigata l’espressione degli enzimi 
HO-1 e DT-diaforasi, la cui aumentata espressione può essere legata al meccanismo 
molecolare mediato dal fattore di trascrizione Nrf2. Oltre a ciò, gli epatociti raccolti 
sono stati utilizzati anche per l’estrazione dei nuclei che sono serviti per analisi di 
western blotting con lo scopo di studiare l’attivazione di Nrf2. 
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Parte sperimentale 
 
Capitolo 7 
Materiali e metodi 
 
 7.1 Prodotti utilizzati 
 
Tutti i prodotti utilizzati sono di provenienza commerciale ad esclusione del collagene 
utilizzato per la coltura delle cellule, che è stato preparato nel nostro laboratorio a 
partire da code di ratto (Beken et al., 1998). 
 
  
        7.2 Modello sperimentale 
 
 Animali 
 
Per questo studio sono stati impiegati ratti maschi di razza Wistar del peso di circa 200 
g,  mantenuti in gabbie e stabulati a temperatura ambiente alternando 12 ore di luce a 12 
ore di buio. I ratti avevano libero accesso al mangime ed è stata fornita loro acqua ad 
libitum. 
 
  
 Preparazione di colture di epatociti primari di ratto 
 
Il fegato è il principale organo coinvolto nel metabolismo e nella tossicità degli 
xenobiotici. Per questo motivo l’isolamento e la coltura di epatociti a partire da diverse 
specie, incluso l’uomo, costituiscono un valido modello sperimentale per studi farmaco-
tossicologici in vitro.  
Al fine di riprodurre un ambiente simile a quello cellulare, vengono utilizzate colture 
tridimensionali in un doppio strato di collagene. Numerosi studi hanno dimostrato 
l’importanza della presenza della matrice extracellulare durante la coltura degli epatociti 
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primari. La matrice infatti ha un ruolo fondamentale nella modulazione di alcune 
funzioni cellulari compresa l’adesione cellulare, la migrazione, il differenziamento, la 
crescita, l’espressione e la regolazione dell’espressione di geni specifici del fegato. 
Inoltre vengono ripristinate, a livelli paragonabili a quelli fisiologici, la polarità 
cellulare, la secrezione di albumina, transferrina, fibrinogeno, urea e sali biliari (Beken 
et al., 1998) 
 
 Isolamento di epatociti di ratto: 
 
Gli epatociti sono stati isolati seguendo il metodo di De Smet (De Smet et al., 1998). I 
ratti sono stati anestetizzati mediante iniezione intraperitoneale di Zoletil® (40mg/kg), 
dopodiché è stata effettuata un’incisione longitudinale sull’addome dell’animale. 
L'apertura della cavità addominale ha permesso di inserire nella vena cava una cannula 
per la perfusione del fegato. Successivamente è stato operato il taglio della vena porta. 
Sono state gassate con una miscela di CO2 5% e O2 95% tre soluzioni sterili.Le 
soluzioni sono state messe in un apparato termostato a 40°C (in modo tale che al fegato 
la soluzione arrivasse a 37°C circa), continuando a gassare con CO2 5% e O2 95%.  
Nel primo passaggio il fegato è stato perfuso con circa 200 ml di tampone base pH 7,4 
(PBS 10 x, HEPES 20mM e glucosio 30mM) per la totale rimozione del sangue 
dall'organo; in un secondo momento è stata utilizzata la soluzione contenente EGTA 
125 mM (acido etilene glicol-bis (etere β-amminoetile)-N,N,N',N'-tetracetico) e 
successivamente l'organo è stato perfuso con altri 200 ml circa di tampone base  per 
rimuovere l'EGTA. Infine è stata utilizzata la soluzione tampone contenente calcio 5mM 
e collagenasi (11500U/100ml), per indurre la digestione del fegato e separare così gli 
epatociti tra loro. 
Una volta terminata la perfusione con le soluzioni, il fegato è stato asportato e trasferito 
in una piastra Petri contenente alcuni ml di soluzione di tampone base con collagenasi. 
Il tessuto recuperato è stato lasciato in agitazione per 5 minuti nel caso di un’incompleta 
perfusione,  e successivamente filtrato tramite una garza sterile. I passaggi successivi 
sono tutti condotti a 4°C. Dopo l'aggiunta di circa 20 ml di tampone base, le cellule 
sono state centrifugate a 4°C a 600 rpm per 2 minuti. Dopo aver rimosso il 
sopranatante, gli epatociti sono stati lavati ancora una volta con tampone base e 
centrifugati a 700 rpm per 2 minuti. Il pellet cellulare ottenuto è stato risospeso in 25 ml 
di terreno di coltura William’s denominato T0 (terreno William’s supplementato con 
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10% di siero fetale bovino (FCS), antibiotici quali penicillina, streptomicina, 
kanamycina, ampicillina e 0,5 U/ml di insulina). 
Gli epatociti vengono contati a microscopio utilizzando la camera di Bůrker e si 
determina la loro vitalità mediante conta cellulare con il Trypan Blue, un colorante 
vitale. 
 
 
 Colture di epatociti primari di ratto (Beken et al., 1998)  
 
- Preparazione del collagene di tipo 1: 
 
La vetreria e le soluzioni necessarie per la preparazione del collagene sono state 
precedentemente sterilizzate. Tutti i passaggi della preparazione sono stati eseguiti ad 
una temperatura di 4°C. 
Le fibre di collagene ottenute da code di ratto sono state messe in etanolo al 70% per 
circa 1 ora e successivamente sotto raggi UV overnight al fine di sterilizzarle. Dopo 
averle lavate con una soluzione di NaCl 1%, sono state sciolte in una soluzione di 
CH3COOH al 3% (circa 200ml per coda) per 48 ore circa, e poi centrifugate a 11.000 x 
g per 2 ore a 4°C. Al sopranatante ottenuto sono stati aggiunti 0.2 volumi di una 
soluzione di NaCl al 30% al fine di precipitare il collagene in esso contenuto, che poi è 
stato lavato due volte con una soluzione di NaCl 5% e CH3COOH 0,6% (centrifugando 
ogni volta a 1750 x g per 30 minuti a 4°C). Il pellet ottenuto è stato risospeso in una 
soluzione di CH3COOH allo 0,6% (circa 50ml per coda) e successivamente dializzato 
(in apposite membrane da dialisi) per 5 volte contro 10 volumi di HCl 1mM per almeno 
4 ore. La soluzione di collagene ottenuta è stata sterilizzata con 0.003 volumi di 
cloroformio in agitazione per 48 ore. Infine è stata determinata la concentrazione della 
soluzione di collagene, facendo una media del peso del liofilizzato ottenuto da due 
aliquote da 5 ml l'una. 
 
- Condizioni di coltura: 
 
Le piastre di coltura del diametro di 10 cm sono state pre-coated con una soluzione di 3 
ml di collagene (1mg/ml) in terreno William’s senza FCS e messe nell’incubatore a 
37°C, 5% CO2 e 95% O2. Ad ogni piastra Petri è stato aggiunto un quantitativo di 
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soluzione cellulare pari a 4,5·106 epatociti in terreno T0, dopodiché le piastre sono state 
incubate per 4 ore. A tempo scaduto il terreno T0 è  stato tolto e sostituito con T4 (T0 
senza FCS ma supplementato con BSA 0,2%, 0,02 µg/ml di fattore di crescita 
epidermico (EGF), 7,5 µg/ml idrocortisone emisuccinato, 0,007 µg/ml glucagone). Il 
giorno successivo, dopo la rimozione del terrenoT4 è stato aggiunto il secondo strato di 
collagene nello stesso modo effettuato per il primo strato. 
Le piastre sono state incubate per 45 minuti in modo da ottenere la polimerizzazione del 
nuovo strato di collagene, dopodiché, è stato nuovamente aggiunto mezzo T4. Da questo 
momento,il terreno T4 è stato cambiato ogni 24 ore. 
 
- Trattamento degli epatociti: 
 
48 ore dopo la messa in coltura degli epatociti le cellule sono state sottoposte a 
trattamento con ITCs a concentrazioni diverse (20 µM e 40 µM) e a tempi diversi (1ora, 
4 ore, 24 ore e 48 ore) e cambiando il terreno ogni 24 ore. Ogni volta, prima di iniziare 
il trattamento è stato osservato lo stato delle cellule al microscopio ottico. 
Per la produzione dei suddetti ITCs, i rispettivi GLs sono stati pre-incubati a 37°C per 
15 minuti in presenza dell’enzima mirosinasi.  
 
 Digestione con collagenasi: 
 
Alla fine del trattamento, è stato rimosso il mezzo T4 dalle piastre, per aggiungere 5 
ml/piastra di una soluzione tampone PBS  (NaCl 1,38M, KCl 27mM, Na2HPO4 
53,9mM, KH2PO4  17,6mM) contenente glucosio (5,5 g/l),  CaCl2 0,5M e collagenasi 
11500U/100ml. Per garantire l’azione della collagenasi, le piastre sono state incubate a 
37°C per 30 minuti e agitate manualmente per 2-3 volte. Il contenuto delle piastre è 
stato recuperato e centrifugato a 900 rpm per 3 minuti a 4°C. Il pellet ottenuto è stato 
risospeso in 35 ml di PBS 1X. L’omogenato è stato poi centrifugato a 1100 rpm per 3 
minuti a 4°C ed il pellet risultante è stato sospeso in un volume pari a 35ml di PBS 1X e 
centrifugato nuovamente a 1300 rpm per 3 minuti a 4°C. Il pellet ottenuto è poi stato 
conservato a -80°C per essere poi utilizzato per l’estrazione dell’RNA totale, per la 
preparazione microsomiale e citosolica o per la preparazione dei nuclei dalla parte 
citosolica. 
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7.3 Estrazione dell'RNA totale 
 
La vetreria necessaria per la manipolazione dell'RNA è stata precedentemente 
autoclavata. Sono stati utilizzati puntali sterili con filtro e provette sterili RNasi-free. 
Per l'estrazione del RNA totale è stato utilizzato il kit commerciale “Rneasy Midi Kit®” 
(Qiagen) che permette di ottenere una resa elevata con il vantaggio di lavorare a 
temperatura ambiente. Al pellet ottenuto dalla digestione con collagenasi del contenuto 
di una piastra contenente circa 4,5·106  di cellule sono stati aggiunti 350µl di “buffer 
RLT” addizionato di 1/100 del suo volume con β-mercaptoetanolo. Alla soluzione sono 
stati aggiunti 350µl di etanolo 70% e successivamente agitata vigorosamente per 
mescolare le due fasi. La miscela è stata trasferita nell’apposita minicolonna del kit 
posta all’interno di un tubo da centrifuga e sottoposta a centrifugazione (10.000 rpm per 
4 minuti). L’eluato ottenuto è stato eliminato. Un volume di 700µl di “buffer RW1” è 
stato aggiunto alla colonna per una seconda centrifugazione (10.000 rpm per 1 minuto). 
Successivamente la centrifugazione l’eluato è stato scartato e sono stati addizionati 
500µl di “buffer RPE”. Il campione è stato nuovamente centrifugato a 10.000 rpm per 1 
minuto e poi per 3 minuti. La colonna è stata cautamente rimossa dal tubo facendo 
attenzione a non toccare le pareti e poi trasferita in un tubo pulito fornito dal kit. Prima 
50µl e poi 30µl di acqua “RNAse free” sono stati aggiunti direttamente sulla membrana 
della colonna e sono state fatte due centrifugate a 10.000 rpm per 2 minuti. Dopo 
l’ultima centrifugata la frazione eluita contenente RNA è stata recuperata e conservata a 
-80°C in aliquote, fino al momento dell’uso. 
 
 
 Quantificazione e controllo dell'RNA 
 
I campioni di RNA totale ottenuti sono stati quantificati al “Nano-Drop” con un duplice 
scopo: 
1. ricavare la concentrazione di RNA estratto tramite il valore di assorbimento alla 
lunghezza d'onda di 260 nm; 
2. valutare indicativamente il grado di purezza della preparazione: un rapporto di 
assorbimento tra 260 e 280 nm >1,7 indica un buon contenuto di acidi nucleici 
(principalmente RNA) rispetto al contenuto di proteine. 
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Successivamente è stata valutata l'integrità dell'RNA con una corsa elettroforetica su gel 
di agarosio all'1%. Il gel è stato preparato nel seguente modo: 1% (p/v) di agarosio 
sciolti in RNA buffer 1X (costituito da HEPES 50 mM, EDTA 1mM, sodio acetato 5 
mM, e NaOH 10 mM). 
L'elettroforesi è stata effettuata in un apparato orizzontale, ad un voltaggio costante di 
80V per circa 15-20 minuti, utilizzando RNA buffer 1X come tampone di corsa. 
I campioni da sottoporre ad elettroforesi sono stati preparati aggiungendo: 
• una quantità in µl pari a 1 µg di RNA; 
• 1 µl di loading-buffer per gel (50% glicerolo, EDTA 1 mM pH 8, 0,25% blu di 
bromofenolo, 0,25% cilene cyanolo); 
• 3 µl di RNA loading-buffer; 
• acqua “Rnase free” per arrivare ad un volume di 12 µl. 
Alla fine della corsa le bande sono visibili ponendo il gel su un transilluminatore UV. 
 
 
 Trattamento con DNasi e retrotrascrizione dell'RNA 
 
Il trattamento per l'eliminazione dell'eventuale DNA genomico contaminante e la 
reazione di retrotrascrizione vengono effettuati contemporaneamente utilizzando il 
“QuantiTect® Reverse Transcription Kit” (Qiagen). 
Il primo passaggio prevede un'incubazione a 42°C per 2 minuti di una miscela composta 
da 1µg dell'RNA estratto, 2 µl di Wipeout buffer 7x (che serve per la degradazione del 
DNA contaminante) e H2O fino ad arrivare ad un volume di 14µl. Successivamente 
vengono aggiunti ad ogni campione 1 µl di enzima (trascrittasi inversa), 4 µl di 
Quantiscript RT buffer 5x e 1 µl di mix di primer (oligo(dT) ed esameri random). 
Questo passaggio consiste di un'incubazione a 42°C per 30 minuti seguita da uno step di 
inattivazione dell'enzima a 95°C per 3 minuti. 
I campioni di cDNA ottenuto vengono conservati a -20°C fino all'utilizzo per le RT-
PCR. 
 
- Controlli utilizzati per la RT-PCR 
 
Per verificare l'efficacia del trattamento con la DNasi e poter escludere, quindi, la 
contaminazione da DNA genomico che poi avrebbe potuto interferire competendo con il 
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cDNA nelle reazioni di amplificazione genica, è stata effettuata per ogni campione una 
prova “NO-RT” durante la reazione di retrotrascrizione. Questa prova consiste nel fare 
una mix in cui sono presenti tutti i reagenti tranne l'enzima (reverse-transcriptase). Le 
reazioni “NO-RT” sono poi state sottoposte, insieme ai campioni di RNA retrotrascritti, 
ad amplificazione genica e corsa elettroforetica su gel di agarosio. Per verificare 
l'avvenuta retrotrascrizione dell'RNA è stata effettuata su tutti i campioni una PCR con i 
primer specifici per il gene housekeeping β-actina. 
Per evidenziare eventuali contaminazioni da DNA nei reagenti necessari per 
l'amplificazione genica è stato fatto un controllo negativo per ogni reazione (bianco), in 
cui erano presenti tutti i componenti tranne il cDNA. 
 
 
7.4 PCR (Polimerase Chain Reaction) 
 
L’amplificazione dei geni codificanti per l’eme ossigenasi e la NAD(P)H:chinone 
ossidoreduttasi è stata attuata tramite reazione a catena della polimerasi, con il kit “PCR 
Master Mix” (Promega).  
La miscela di reazione era composta da: 
 
• 1 µl di cDNA ottenuto con la reazione di retrotrascrizione; 
• 12,5µl di Master Mix; 
• 1µl di primer senso (da soluzione 10 µM); 
• 1µl di primer antisenso (da soluzione 10µM); 
• H2O fino ad arrivare ad un volume di 25µl 
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Per l’amplificazione è stato utilizzato il seguente programma: 
 
 
 
Ta indica la temperatura di annealing, che è specifica e varia per ogni coppia di primer 
ed è stata calcolata con la formula: (2°C per ogni A/T + 4°C per ogni G/C) – 5°C. 
La Ta è stata stimata per ogni primer ed è stata successivamente elaborata una media per 
ogni coppia. 
La durata della fase di allungamento dipende  in modo direttamente proporzionale dalla 
lunghezza del frammento che viene amplificato. 
Al termine degli esperimenti, i prodotti di PCR sono stati sottoposti ad elettroforesi su 
gel di agarosio all'1%, contenente il GelRedTM 10.000X (1:10.000). 
 
 Primer utilizzati 
 
I primer utilizzati per lo studio dei trascritti dei geni, Eme ossigenasi (HO-1) e 
NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1), sono stati disegnati come descritto di 
seguito: 
- è stata scaricata dalla banca dati (GeneBank) la sequenza nucleotidica dei trascritti 
dei geni d'interesse; 
- le varie sequenze sono state allineate e analizzate mediante il software CLUSTAL 
v1.61; 
Sulla base delle sequenze specifiche sono stati scelti dei primer della lunghezza di 
circa 20 nucleotidi utilizzando il software OLIGO (disponibile in rete), seguendo i 
seguenti criteri: 
- mantenere un contenuto di guanina e citosina ≥ 50% 
- evitare sequenze che formino strutture stabili (loops) al 3' 
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- evitare che i primer abbiano sequenze tali da appaiarsi tra loro riducendo così 
l'efficienza di amplificazione. 
  
 
 
 
Tab.3: Sequenze di primer, dimensione dell'amplificato e temperatura di annealing (Ta) utilizzati per 
le analisi di RT-PCR. 
 
 
 Elettroforesi su gel di agarosio 
 
Tutti i prodotti di PCR sono stati sottoposti a elettroforesi su gel di agarosio all'1%. Il 
gel è stato preparato nel seguente modo: 
 
-una quantità di agarosio pari all'1% (p/v) è stata sciolta nel buffer TBE 1X (costituito 
da Tris 89 mM, acido borico 8,9 mM e EDTA 0,2 mM, pH 8); 
-GelRedTM 10.000X (1:10.000) è stato aggiunto al gel prima della polimerizzazione, che 
avviene a temperatura ambiente. 
 
 
Gli esperimenti sono stati condotti in apparati orizzontali ad un voltaggio costante di 80 
V, per circa 45-55 minuti, utilizzando TBE 1X come tampone di corsa. 
Per ogni corsa elettroforetica sono stati caricati 15 µl di ogni amplificato oltre a 6 µl di 
soluzione di “DNA Ladder 100 pb” (Invitrogen) come marcatore di peso molecolare. 
Dopo la corsa le bande vengono evidenziate ponendo il gel su transilluminatore UV. 
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7.5 Preparazione della frazione citosolica e microsomiale 
 
Il pellet cellulare ottenuto dal distacco degli epatociti delle piastre mediante trattamento 
con collagenasi è stato sonicato in ghiaccio con 3 pulse di 10 secondi, con 20 secondi di 
pausa tra un pulse ed il successivo. Dopo è stato omogenizzato con il Potter-Elvehjem 
in 5 ml di tampone di omogenizzazione (KP 100mM, pH 7.4 + KCl 1,15% (p/v) + 
EDTA 1mM). L’omogenato ottenuto è stato centrifugato a 10.000 x g per 25 min a 4°C, 
per ottenere la separazione tra precipitato, contenente nuclei e mitocondri, e 
sopranatante contenente la frazione microsomiale e citosolica. Il sopranatante è stato 
recuperato e ultracentrifugato a 33000rpm  per 70 minuti a 4°C. Il nuovo sopranatante, 
che rappresenta la frazione citosolica, è stato stoccato in aliquote e conservato a –20 °C 
ed in seguito utilizzato per saggi enzimatici. Il pellet ottenuto dalla stessa 
centrifugazione è stato nuovamente sospeso in tampone di omogenizzazione ed 
ultracentrifugato per 50 min alle stesse condizioni, per separare le proteine microsomiali 
da quelle non microsomiali. Il precipitato, costituito dalla frazione microsomiale, è stato 
risospeso in circa 2 ml di tampone di risospensione (K2HPO4 100 mM ed EDTA 0,1 
mM, pH 7,4) e stoccato in aliquote, rapidamente congelate in N2 liquido e conservate a  
-80 °C fino al loro utilizzo per i  saggi enzimatici. 
 
7.6 Estrazione nucleare 
 
Per questo tipo di preparazione tutte le operazioni sono state condotte a 4°C. Alle 
aliquote contenenti circa 6-7. 106 (una piastra e mezzo) di epatociti, sono stati aggiunti 
300µl di Lysis Buffer (Hepes pH 7.9 10mM, KCl 10mM, EDTA 0,1mM, EGTA 0,1mM 
e DTT 1mM) e inibitori di proteasi. Dopo aver agitato per 10 minuti, è stato aggiunto il 
detergente NP40 10%. I campioni sono stati centrifugati per 10 minuti a 4000 rpm a 
4°C. 
Poi è stato prelevato il sopranatante che rappresenta l’estratto citoplasmatico la frazione 
citosolica ed è stato congelato a -20°C. 
Il pellet rimanente è stato lavato  per 2 volte con 1 ml di Washing Buffer (Hepes pH 
7.910mM, NaCl 50mM, EDTA 1mM, DTT 1mM, Glicerolo 25%) e poi centrifugato per 
2 minuti a 4000rpm a 4°C. In seguito sono stati aggiunti 50µl di Nuclear Buffer (Hepes 
pH 7.9 20mM, NaCl 400mM, EDTA 1mM, EGTA 1mM, DTT 1mM, Glicerolo 10%), 
per permettere l’estrazione delle proteine dal nucleo. 
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Le eppendorf sono state lasciate in ghiaccio per 15 minuti durante i quali sono state 
agitate a mano. Infine sono state centrifugate per 30 minuti a 13000rpm. Il sopranatante 
così ottenuto rappresenta l’estratto nucleare degli epatociti che è stata congelata a -
20°C. 
 
7.7 Determinazione del contenuto di proteine microsomiali, citosoliche e 
nucleari 
 
Per il dosaggio delle proteine è stato utilizzato il kit commerciale “Protein Assay Kit” 
(Bio-Rad) utilizzando l'albumina sierica bovina come standard (Bradford et al., 1976).  
 
7.8 Western Blotting 
 
Il metodo elettroforetico seguito è quello descritto da Laemmli (Laemmli, 1970): per la 
separazione è stato impiegato un gel di poliacrilammide al 10%-12% nel quale sono 
stati caricate le proteine microsomiali (come l’eme-ossigenasi) citosoliche o nucleari 
(Nrf2 localizzato nel citoplasma e nel nucleo). La corsa elettroforetica è stata eseguita 
ad un voltaggio costante di 250 mV. 
Le proteine, separate in base al loro peso molecolare, sono state trasferite ad una 
membrana di nitrocellulosa tramite blotting (Towbin et al., 1979) in corrente costante a 
250 mA per 150 minuti. La nitrocellulosa è stata trattata per circa 4 ore con una 
soluzione al 5% di albumina bovina in tampone TBS (Tris 50 mM pH 7,4 + NaCl 0,2 
M) + tween 0,2% (fase di bloccaggio dei siti aspecifici della membrana). Al termine 
sono stati aggiunti gli anticorpi primari, e successivamente gli anticorpi secondari che si 
sono legati al complesso antigene-anticorpo. L'anticorpo secondario GAR SC2004 
(1/1000 in TBS e BSA 1%), è un anticorpo che riconosce le immunoglobuline del 
coniglio ed è coniugato all'enzima perossidasi in modo da permettere il rilevamento del 
segnale della presenza della proteina d'interesse tramite opportuni substrati. 
Per il rilevamento del segnale è stato utilizzato un metodo di sviluppo in 
chemioluminescenza utilizzando il kit “Lite Ablot PLUS” (Euroclone)., impressionando 
la lastra fotografica a vari tempi.  
L'analisi densitometrica delle bande è stata eseguita tramite il software “Image J”. 
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 HO-1: 
Il gel è stato caricato con 50µg di proteine microsomiali di epatociti. Gli anticorpi 
primari (SC 10789) policlonali anti-HO-1 di ratto sono stati diluiti 1:1000 in latte al 
5% di tween, contenente albumina sierica bovina all'1%.  
 
 Nrf2: 
Il gel è stato caricato con 60µg di proteine microsomiali di epatociti. Gli anticorpi 
primari (SC 13032) policlonali anti-Nrf2 di ratto sono stati diluiti 1:800 in latte al 
5% di tween, contenente albumina sierica bovina all'1%,  
 
7.9 Saggi di attività enzimatiche microsomiali 
 
 Eme ossigenasi (HO-1) 
 
Il saggio enzimatico catalizzato dall’HO-1 consiste nella rilevazione spettrofotometrica 
della bilirubina, prodotta a seguito della riduzione della biliverdina. La reazione richiede 
una quantità pari a 3 mg di frazione citosolica (come fonte di biliverdina reduttasi) e 
0,5-1 mg di campione microsomiale contenente HO-1. La reazione è bloccata con 
cloroformio e la quantità di bilirubina estratta è misurata dopo lettura spettrofotometrica 
come la differenza di assorbanza alle lunghezze d’onda: 464nm e 530 nm. L’attività è 
espressa in pmol/mg proteine/min (Naughton et al., 2002). 
 
 
 Etossicumarina-O-deetilasi (ECOD) 
 
Questa attività permette la determinazione fluorimetrica della 7-idrossicumarina 
prodotta in seguito alla deetilazione dell’etossicumarina da parte di vari enzimi della 
famiglia del citocromo P450 (EX: 390 nm, EM: 440 nm) (Aitio, 1978). Sono 
determinabili attività catalitiche maggiori di 0,2 pmol/mg prot/min. 
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7.10 Saggi di attività enzimatiche citosoliche 
 
 
 Catalasi (CAT) 
 
La reazione di decomposizione dell’acqua ossigenata catalizzata dall'enzima catalasi è 
monitorata spettrofotometricamente a 240 nm in funzione del tempo. 
L’attività, espressa in µmol/(min · mg prot), è calcolata attraverso la legge di Lambert e 
Beer, con un coefficiente di estinzione molare è di 43,6 M-1 x cm-1. 
 
 
 Glutatione reduttasi (GSSG Red) 
 
In presenza del substrato (glutatione ossidato) e NADPH, l’enzima glutatione reduttasi 
catalizza la formazione di glutatione ridotto. Il consumo di NADPH è seguito 
spettrofotometricamente a 340 nm. L’attività è calcolata attraverso la legge di Lambert e 
Beer, il coefficiente di estinzione molare è di 6,22 mM-1 · cm-1. 
 
 
 Glutatione S-transferasi (GST) 
 
L’enzima glutatione S-transferasi coniuga il substrato 1-cloro-2,4-dinitrobenzene con il 
glutatione ridotto. La reazione di coniugazione è seguita allo spettrofotometro alla 
lunghezza d’onda di 340 nm. Il calcolo dell’attività è effettuato secondo la legge di 
Lambert e Beer, il coefficiente di estinzione molare è di 9,6 mM-1 · cm-1 (Habig W.H. et 
al., 1974). 
 
 
 NAD(P)H:chinone ossidoreduttasi (NQO1) o DT-diaforasi 
 
L’attività di questo enzima si determina nel comparto citosolico seguendo la riduzione 
del DCPIP (2,6-fenolodicloroindofenolo) da parte del NADPH. Tale riduzione comporta 
una riduzione dell’intensità della colorazione data dal DCPIP, misurata spettrofotometricamente a 
600nm. Il coefficiente di estinzione molare è pari a 22,1 mM -1 · cm-1 (Benson et al. 1980). 
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Capitolo 8 
Risultati 
 
 
8.1  Attività degli enzimi di fase 1, di fase 2 e antiossidanti 
 
In seguito al trattamento degli epatociti primari di ratto con le soluzioni contenenti 
glucosinolati (GIB, SIN, GTL e GST) a concentrazioni di 20 µM e 40 µM, per 24 e 48 
ore, sono state valutate alcune attività enzimatiche antiossidanti e di biotrasformazione 
degli xenobiotici. I dati riportati per ogni sostanza sono il risultato della media di tre 
esperimenti indipendenti tra di loro, espressi in volte di induzione rispetto al controllo a 
cui è stato assegnato il valore 1. 
 
 
 DT-diaforasi (NQO1) 
 
In fig. 19 è presentata l'attività di fase 1 DT-diaforasi in seguito a trattamento con i 
quattro glucosinolati presi in esame: glucoiberina (GIB), sinigrina (SIN), 
glucotropeolina (GTL) e gluconasturtina (GST). Per tutti i trattamenti i risultati sono 
paragonabili ed evidenziano un’induzione dose dipendente dell’attività enzimatica 
rispetto ai campioni di controllo. Inoltre, i risultati ottenuti sono tutti statisticamente 
significativi.  
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Fig.19: Attività di fase 1: DT-diaforasi. I valori riportati derivano dalla media di 3 esperimenti 
indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di Bonferroni. 
(CTR=139-239 nmol/min/mgprot). 
***Significativamente differente dal controllo,  p<0.001                                                                               
** Significativamente differente dal controllo,  p<0.01 
 
 
 
 
 Etossicumarina-O-deetilasi  
 
L'attività etossicumarina-O-deetilasi (Fig.20) è risultata diminuita, in modo dose 
dipendente rispetto al controllo, sia dopo il trattamento con il glucosinolato GIB sia con 
SIN. Tuttavia i risultati ottenuti con la glucoiberina non sono statisticamente 
significativi. Altrettanto si può dire del trattamento con GTL che ha portato 
un'induzione dose dipendente di tale attività rispetto al controllo che però risulta non 
statisticamente significativa. Il trattamento con GST ha indotto l’attività con la 
concentrazione più bassa utilizzata per il trattamento. 
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Fig. 20: Attività di fase 1: Etossicumarina-O-deetilasi . I valori riportati derivano dalla media di 3 
esperimenti indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di 
Bonferroni. (CTR=13,6-68,3 nmol/min/mgprot). 
** Significativamente differente dal controllo,   p<0.01. 
* Significativamente differente dal controllo, p<0.05 
 
 
 
 
 
 
 Glutatione-S-transferasi 
 
Per quanto riguarda l’attività di fase 2 Glutatione-S-transferasi (Fig.21) si registra 
un'induzione statisticamente significativa alla concentrazione di 40µM in seguito ai 
trattamenti con GIB e GTL. Per quanto riguarda il trattamento degli epatociti con SIN si 
ha un aumento dose dipendente dell’attività. 
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Fig. 21: Attività di fase 2: glutatione-S-transferasi. I valori riportati derivano dalla media di 3 
esperimenti indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di 
Bonferroni. (CTR=200-452 nmol/min/mgprot). 
***Significativamente differente dal controllo,  p<0.001                                                                               
** Significativamente differente dal controllo,  p<0.01 
* Significativamente differente dal controllo, p<0.05 
 
 
 
 
 Catalasi 
 
In seguito al trattamento con GIB si è registrata un'induzione dose dipendente e 
statisticamente significativa dell'attività catalasi, mentre il trattamento con SIN  ha 
provocato una diminuzione dose dipendente rispetto al campione di controllo. La GST a 
concentrazione di 20µM ha inibito l’attività catalasi (Fig.22). 
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Fig. 22: Attività antiossidante: catalasi. I valori riportati derivano dalla media di 3 esperimenti 
indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di Bonferroni. 
(CTR=99-199 µmol/min/mg prot). 
***Significativamente differente dal controllo,  p<0.001                                                                               
** Significativamente differente dal controllo,  p<0.01 
 
 
 
 
 Glutatione reduttasi 
 
In figura 23 sono riportati i risultati dell’attività glutatione reduttasi ottenuti in seguito 
al trattamento con glucosinolati. Per i trattamenti con glucoiberina (GIB) e 
glucotropeolina (GTL) si riscontrano risultati paragonabili: si evidenzia un aumento 
dell’attività rispetto al controllo in maniera dose dipendente  anche se, in entrambe i 
casi, tale aumento è statisticamente significativo solo per il trattamento a concentrazione 
maggiore. Il trattamento con sinigrina (SIN) ha provocato un’induzione dose 
dipendente, e statisticamente significativa, dell’attività in esame. I risultati ottenuti con 
la gluconasturtina (GST) non sono statisticamente significativi. 
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Fig.23: Attività antiossidante: glutatione reduttasi. I valori riportati derivano dalla media di 3 
esperimenti indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di 
Bonferroni. (CTR=72,5-124 nmol/min/mgprot). 
***Significativamente differente dal controllo, p<0.001                                                                               
* Significativamente differente dal controllo, p<0.05 
 
 Eme-ossigenasi-1 
 
Per i trattamenti con SIN e GST si è registrata un’induzione dose dipendente 
dell’attività analizzata che risulta essere statisticamente significativo (Fig.24). 
 
 
Fig.24: Attività detossificante: eme-ossigenasi-1. I valori riportati derivano dalla media di 3 esperimenti 
indipendenti. L’analisi statistica è stata effettuata mediante ANOVA ad una via con il test di Bonferroni. 
(CTR=9,2-13,8 pmol/min/mgprot). 
***Significativamente differente dal controllo,  p<0.001.       
** Significativamente differente dal controllo,   p<0.01. 
* Significativamente differente dal controllo, p<0.05. 
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8.2 Espressione dei geni codificanti gli enzimi detossificanti  eme-
ossigenasi-1 (HO-1) e NAD(P)H: chinone ossidoreduttasi-1 (DT-
diaforasi) (NQO1) 
 
Al fine di chiarire gli effetti a livello trascrizionale sugli enzimi HO-1 e NQO1 indotti 
dal trattamento con i glucosinolati presi in esame, sono stati effettuati esperimenti di 
RT-PCR. 
In figura 25 sono riportati i risultati ottenuti in seguito al trattamento con glucoiberina, 
20µM e 40µM a 4 ore di trattamento.  
Per l’espressione dell’enzima DT-diaforasi si ha un incremento dell’intensità del segnale 
dopo il trattamento. Non trattandosi di PCR quantitativa non possiamo dare un valore 
esatto di induzione. 
Per quanto riguarda l’espressione dell’enzima eme-ossigenasi non si registrano 
variazioni dell’espressione genica.  
 
 
 
Fig.25: RT-PCR di HO-1 e NQO1 in epatociti di ratto di controllo (CTR) e trattati con GIB ( 20µM e 
40µM per 4-24-48 ore). In basso è riportata la PCR per il gene housekeeping β-actina. 
 
Il trattamento con SIN a 4 ore ha provocato un aumento dose dipendente a livello 
trascrizionale di entrambe i geni presi in esame (Fig.26). 
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Fig.26: RT-PCR di HO-1 e NQO1 in epatociti di ratto di controllo (CTR) e trattati con SIN ( 20µM e 
40µM per 4 ore). In basso è riportata la PCR per il gene housekeeping β-actina. 
 
 
Dopo 4 ore dal trattamento con GST si riscontra un’induzione dell’espressione dei geni 
DT-diaforasi ed eme-ossigenasi in maniera dipendente dalla concentrazione del 
glucosinolato usato per il trattamento (Fig.27). 
 
 
 
 
Fig.27: RT-PCR di HO-1 e NQO1 in epatociti di ratto di controllo (CTR) e trattati con GST ( 20µM e 
40µM per 4 ore). In basso è riportata la PCR per il gene housekeeping β-actina. 
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In figura 28 sono riportati i risultati ottenuti in seguito al trattamento con 
glucotropeolina, 20µM e 40µM, a 4 ore di trattamento. Per l’espressione dell’enzima 
DT-diaforasi dopo 4 ore di trattamento si nota un’induzione solo alla concentrazione più 
alta. Per quanto riguarda l’espressione dell’enzima eme-ossigenasi a 4 ore abbiamo un 
aumento dell’espressione a 40µM. 
 
 
Fig.28: RT-PCR di HO-1 e NQO1 in epatociti di ratto di controllo (CTR) e trattati con GTL ( 20µM e 
40µM per 4 ore). In basso è riportata la PCR per il gene housekeeping β-actina. 
 
8.3 Western Blotting 
 
 Espressione della proteina eme-ossigenasi-1 
 
Nelle frazioni microsomiali di epatociti primari di ratto trattati con i glucosinolati a 
concentrazioni di 20µM e 40µM per 48 ore, è stata investigata l'espressione dell'eme-
ossigenasi-1 anche a livello proteico, effettuando un esperimento di elettroforesi su gel 
di poliacrilammide e western blotting mediante anticorpi preparati con antigeni 
eterologhi e con sviluppo di chemioluminescenza. 
In figura 29 è riportato un esperimento di blotting in cui sono stati utilizzati anticorpi 
policlonali anti-HO-1 di ratto per analizzare campioni di epatociti primari di ratto di 
controllo, trattati con GST 20µM e 40µM. 
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Fig. 29: Western blotting eseguito su microsomi di epatociti primari di ratto. Sono stati caricati 
20µg/pozzetto. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-HO-1 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
 
Nei campioni trattati con SIN 20µM e 40µM si nota un aumento dell’intensità della 
banda rispetto al controllo. 
 
Anche in seguito al trattamento con GIB è possibile vedere un aumento dell’intensità 
della banda rispetto al campione di controllo (Fig.30). 
 
 
Fig. 30: Western blotting eseguito su microsomi di epatociti primari di ratto. Sono stati caricati 
20µg/pozzetto. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-HO-1 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
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In figura 31 è riportato il blotting successivo al trattamento con GST. Si può notare un 
aumento dell’intensità della banda nei campioni trattati rispetto ai campioni di controllo. 
 
 
 
Fig.31: Western blotting eseguito su microsomi di epatociti primari di ratto. Sono stati caricati 
20µg/pozzetto. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-HO-1 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
 
Anche in seguito al trattamento con GTL 20µM e 40µM si registra un aumento 
dell’intensità delle bande dei campioni trattati rispetto al controllo (Fig.32). 
 
 
Fig.32: Western blotting eseguito su microsomi di epatociti primari di ratto. Sono stati caricati 
20µg/pozzetto. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-HO-1 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
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 Attivazione di Nrf2 
 
L’attivazione e la conseguente traslocazione di Nrf2 al nucleo è stata dimostrata tramite 
esperimenti di immunoblotting in epatociti primari di ratto trattati con i  diversi 
glucosinolati.  
In figura 33 è riportato un esperimento di blotting in cui sono stati utilizzati anticorpi 
policlonali anti-Nrf2 di ratto  per analizzare campioni di epatociti primari di ratto di 
controllo e trattati con GST. Nel campione trattato con GST 20µM si nota un aumento 
dell’intensità della banda rispetto al campione di controllo. Per il trattamento alla 
concentrazione maggiore il segnale è di nuovo più alto rispetto al controllo, anche se di 
intensità minore rispetto al trattamento con GST 20µM. questi risultati sono segno 
dell’avvenuta attivazione di Nrf2 in seguito al trattamento con il glucosinolato. 
 
 
 
 
Fig.33: Western blotting eseguito su estratto nucleare e citosolico di epatociti primari di ratto. Sono stati 
caricati 60µg. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-Nrf2 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
 
 
74 
 
In figura 34 è riportato l’esperimento di immunoblotting effettuato dopo trattamento 
degli epatociti con GTL e SIN. Dall’analisi densitometrica possiamo notare che le 
bande ottenute dall’estratto nucleare delle cellule trattate con SIN e GTL hanno 
un’intensità maggiore rispetto ai campioni di controllo. Nel citosol possiamo comunque 
notare la presenza della proteina d’interesse. 
 
 
 
 
 
Fig.34: Western blotting eseguito su estratto nucleare e citosolico di epatociti primari di ratto. Sono stati 
caricati 60µg. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-Nrf2 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
 
 
 
In seguito al trattamento con GIB possiamo osservare che, nell’estratto nucleare 
ottenuto dagli epatociti, si ha un aumento dell’intensità delle bande rispetto al campione 
di controllo. Inoltre, dall’analisi densitometrica, si nota la presenza di Nrf2 ance nella 
frazione citosolica (Fig.35). 
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Fig.35: Western blotting eseguito su estratto nucleare e citosolico di epatociti primari di ratto. Sono stati 
caricati 60µg. Sono stati utilizzati anticorpi primari anti-Nrf2 di ratto ottenuti nel coniglio e anticorpi 
secondari che riconoscono le immunoglobuline del coniglio coniugati con la perossidasi. In basso è 
riportata l'analisi densitometrica delle bande. 
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Capitolo 9 
Discussione 
 
L’esposizione di animali e delle loro cellule a sostanze chimiche elettrofile provoca una 
serie di risposte biologiche dirette legandosi covalentemente agli acidi nucleici, alle 
proteine e a piccole molecole, e indirette provocando la diminuzione dei pool cellulari 
di sostanze riducenti. Tutti gli organismi eucarioti sono equipaggiati con sistemi 
protettivi per far fronte agli effetti dannosi di molecole ossidanti ed elettrofile, entrambe 
responsabili della patogenesi di malattie croniche, incluso il cancro, l’aterosclerosi, 
neurodegenerazione, e l’invecchiamento (Holtzclaw et al., 2004). Il pathway di Keap1-
Nrf2-ARE gioca un ruolo fondamentale nella protezione delle cellule da stress sia 
esogeni che endogeni, ed è stato dimostrato che è implicato nella protezione dallo stress 
ossidativo, da danni a fegato e polmone (Enomoto et al., 2001). Nrf2, infatti, regola 
l’espressione di numerosi geni che codificano per enzimi coinvolti nella 
detossificazione delle specie reattive. Due delle categorie di geni modulati da Nrf2 sono 
i geni coinvolti nel metabolismo degli xenobiotici e antiossidanti.  
Questo lavoro di tesi è stato concentrato sullo studio di sostanze di origine vegetale, in 
grado di indurre l’espressione di enzimi antiossidanti tramite l’attivazione del recettore 
Nrf2, e del metabolismo degli xenobiotici. Tali sostanze, particolarmente abbondanti 
nei cavoli, sono gli ITCs ed i precursori ad essi associati, i GLs. Sono stati scelti quattro 
glucosinolati con struttura chimica differente in modo tale da evidenziare un’eventuale 
differenza di comportamento: sinigrina (SIN), glucoiberina (GIB), gluconasturtina 
(GST) e glucotropeolina (GTL). 
In seguito al trattamento degli epatociti con i quattro glucosinolati idrolizzati, presi in 
esame a diverse concentrazioni (20µM e 40 µM) e a tempi diversi (1 ora, 4 ore, 48 ore), 
abbiamo osservato un’induzione dose dipendente dell’attività enzimatica glutatione-S-
transferasi, capace di catalizzare la coniugazione di sostanze chimiche elettrofile con il 
gruppo sulfidrilico del GSH, in seguito ai trattamenti con GIB, SIN e GTL. 
Per quanto riguarda gli enzimi ad azione antiossidante come l’enzima catalasi, che 
svolge la funzione di catalizzare la decomposizione del perossido di idrogeno in 
ossigeno molecolare ed acqua senza la produzione di radicali liberi, abbiamo ottenuto 
un’induzione dose dipendente di tale attività solo in seguito al trattamento con GIB. 
L’enzima catalasi non è regolato dal meccanismo di attivazione molecolare mediato da 
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Nrf2. Per la glutatione reduttasi, capace di ridurre la forma ossidata del glutatione, 
l’induzione è stata osservata sia in seguito al trattamento con GIB sia con SIN. 
È stato analizzato anche l’enzima di fase 1 DT-diaforasi che ha mostrato anch’esso 
un’induzione significativa della sua attività in seguito a tutti e quattro i trattamenti, 
dando quindi conferma di una possibile attivazione del fattore di trascrizione Nrf2. 
L’enzima di fase 1 etossicumarina-O-deetilasi ha dato risultati significativi solo dopo il 
trattamento con SIN. Si osserva infatti un’inibizione dose dipendente della suddetta 
attività. 
Per quanto riguarda l’attività detossificante eme-ossigenasi 1 in seguito a trattamento 
con SIN e GST si è notata un’induzione dose dipendente della suddetta attività. 
Gli esperimenti di Western Blotting effettuati con anticorpi policlonali anti-HO 1 di 
ratto, su microsomi di epatociti trattati con i glucosinolati idrolizzati a concentrazioni di 
20µM, 40µM per 48 ore hanno confermato anche a livello proteico l’induzione 
osservata con i saggi enzimatici precedentemente suddetti, come effetto del trattamento 
con glucosinolati. 
Sono stati eseguiti anche esperimenti di immunoblotting con anticorpi policlonali anti-
Nrf2 di ratto riuscendo ad ottenere un segnale per tutti e quattro i trattamenti effettuati. 
Ciò dimostra la traslocazione di Nrf2 al nucleo e la sua attivazione. 
Esperimenti di RT-PCR effettuati sugli stessi campioni hanno mostrato un aumento 
dell'espressione dei geni codificanti per NQO1 ed HO-1, quindi possiamo confermare 
che i glucosinolati presi in esame stimolano l’espressione di tali geni attraverso 
l’attivazione del meccanismo molecolare Nrf2-ARE, già visto per il sulforafano 
(Dinkova-Kostova et al., 2002).  
In base ai risultati da noi ottenuti non abbiamo riscontrato differenze nell’azione dei vari 
isotiocianati, quindi non sembra che ci sia una correlazione tra la loro struttura chimica 
e la loro funzione. Possiamo concludere che gli isotiocianati attraverso l’attivazione dei 
geni antiossidanti e detossificanti, direttamente regolati dal fattore di trascrizione 
nucleare Nrf2, possano essere uno strumento per ridurre lo stress ossidativo e quindi 
prevenire gli effetti dannosi che esso provoca a livello dell’organismo. 
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